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DESCRIPCION
Promotor PR13.5 para respuestas contundentes de células T y anticuerpos
Antecedentes de la invencion

MVA se origina a partir de la cepa de vaccinia dérmica Ankara (virus de vaccinia corioalantoidea Ankara (CVA)) que
se conservo en el Instituto de Vacunacion, Ankara, Turquia durante muchos afos y se utilizo como base para la
vacunacion de seres humanos. Sin embargo, debido a las complicaciones post-vacunales, a menudo graves,
asociadas con los virus de vaccinia (VACV), hubo varios intentos de generar una vacuna contra la viruela mas
atenuada y mas segura.

Durante el periodo de 1960 a 1974, el Prof. Anton Mayr logré atenuar el CVA mediante més de 570 pases continuos
en células CEF (Mayr et al., 1975, Passage History: Abstammung, Eigenschaften und Verwendung des attenuierten
Vaccinia-Stammes MVA. Infection 3: 6-14). Como parte del desarrollo temprano de MVA como una vacuna pre-viruela,
hubo ensayos clinicos que utilizaron MVA-517 (correspondiente al pase 517) en combinacién con Lister Elstree (Stickl,
1974, Smallpox vaccination and its consequences: first experiences with the highly attenuated smallpox vaccine "MVA".
Prev.Med. 3(1): 97-101; Stickl y Hochstein-Mintzel, 1971, Intracutaneous smallpox vaccination with a weak pathogenic
vaccinia virus ("MVA virus"). Munch Med Wochenschr. 113: 1149-1153) en sujetos con riesgo de reacciones adversas
por vaccinia. En 1976, MVA derivado del stock de semillas MVA-571 (correspondiente al pase 571) se registro en
Alemania como la vacuna cebadora en un programa de vacunacion parenteral contra la viruela en dos fases.
Posteriormente, MVA-572 se utiliz6 en aproximadamente 120,000 individuos caucasicos, la mayoria nifos entre 1y 3
anos de edad, sin efectos secundarios graves resefados, a pesar de que muchos de los sujetos pertenecian a una
poblacién con alto riesgo de complicaciones asociadas con la el virus de vaccinia convencional (Mayr et al., 1978, La
cepa de vacunacioén contra la viruela MVA: marcador, estructura genética, experiencia adquirida con la vacunacion
parenteral y comportamiento en organismos con un mecanismo de defensa debilitado (traduccion del autor). Zentralbl.
Bacteriol. (B) 167: 375-390). MVA-572 se deposité en la Coleccion Europea de Cultivos de Células Animales,
Laboratorio de Investigacion y Produccién de Vacunas, Servicio de Laboratorio de Salud Publica, Centro de
Microbiologia Aplicada e Investigacion, Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, Reino Unido, como ECACC V9401
2707.

Debido a que se utilizaron muchos pases para atenuar el MVA, existe un cierto nimero de cepas o aislados diferentes,
dependiendo del numero de pases en las células CEF. Todas las cepas de MVA proceden del Dr. Mayr y la mayoria
se derivan de MVA-572 que se utiliz6 en Alemania durante el programa de erradicacion de la viruela, o MVA-575 que
se utilizé6 ampliamente como una vacuna veterinaria. MVA-575 se deposit6 el 7 de diciembre de 2000 en la Coleccién
Europea de Cultivos de Células Animales (ECACC) con el numero de dep6sito V001 20707.

Por propagacion en serie (mas de 570 pases) de la CVA en fibroblastos de embrién de pollo primarios, se obtuvo el
MVA (virus de vaccinia Ankara modificado) atenuado en CVA. EI MVA se hizo pasar adicionalmente por Bavarian
Nordic y se designa MVA-BN. MVA, asi como MVA-BN, carece de aproximadamente el 13% (26,5 kb de seis sitios de
delecién mayores y multiples menores) del genoma en comparacion con el virus CVA ancestral. Las deleciones afectan
a un cierto nimero de genes de virulencia y de rango de huésped, asi como a un gran fragmento del gen que codifica
la proteina de inclusién de tipo A (ATI) y un gen que codifica una proteina estructural que dirige las particulas de virus
maduras a los cuerpos de inclusion de tipo A. Una muestra de MVA-BN se deposit6 el 30 de agosto de 2000 en la
Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC) con el nimero V00083008.

MVA-BN puede unirse y penetrar en células humanas en los casos en los que los genes codificados por virus se
expresan de manera muy eficiente. Sin embargo, no se produce el ensamblaje y la liberacién del virus de la progenie.
Se han administrado preparaciones de MVA-BN y derivados a muchos tipos de animales y a méas de 2000 sujetos
humanos, incluidos individuos inmunodeficientes. Todas las vacunas han demostrado ser generalmente seguras y
bien toleradas.

La percepciéon de muchas publicaciones diferentes es que todas las cepas de MVA son iguales y representan un vector
viral vivo altamente atenuado y seguro. Sin embargo, ensayos preclinicos han revelado que MVA-BN muestra una
atenuacion y eficacia superiores en comparacion con otras cepas de MVA (documento WO 02/42480). Las cepas
variantes de MVA MVA-BN como, p. €j., las depositadas en la ECACC con el nimero V00083008, tienen la capacidad
de replicacion reproductiva in vitro en fibroblastos de embrién de pollo (CEF), pero no tienen capacidad de replicacion
reproductora en células humanas en las que MVA 575 o MVA 572 puede replicarse de forma reproductora. Por
ejemplo, MVA-BN no tiene capacidad de replicacion reproductora en la linea celular de queratinocitos humanos
HaCaT, la linea celular de rifidn de embrion humano 293, la linea celular de osteosarcoma éseo humano 143B y la
linea celular de adenocarcinoma cervical humano HelLa. Ademas, cepas de MVA-BN no se replican en un modelo de
raton que es incapaz de producir células B y T maduras, y como tal est4 gravemente comprometido de forma inmune

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 800 623 T3

y es altamente susceptible a un virus replicante. Una propiedad adicional o alternativa de las cepas de MVA-BN es la
capacidad de inducir al menos sustancialmente el mismo nivel de inmunidad en los regimenes de cebador de virus
vaccinia/refuerzo de virus de vaccinia cuando se compara con los regimenes de cebador de ADN/cebador de virus de
vaccinia.

La expresion "no es capaz de replicacion reproductora" se utiliza en la presente solicitud como se define en el
documento WO 02/42480 y la patente de EE.UU. 6.761.893. Por lo tanto, la expresion se aplica a un virus que tiene
una relacién de amplificacion de virus a los 4 dias después de la infeccidon de menos de 1 utilizando los ensayos
descritos en la Patente de EE.UU. 6.761.893. La "relacion de amplificacion" de un virus es la relacion del virus
producido a partir de una célula infectada (Salida) a la cantidad utilizada originalmente para infectar las células en
primer lugar (Entrada). Una relacién de "1" entre la Salida y la Entrada define un estado de amplificacion en el que la
cantidad de virus producida a partir de las células infectadas es la misma que la cantidad utilizada inicialmente para
infectar las células.

MVA-BN o sus derivados, de acuerdo con una realizacién, se caracteriza por inducir al menos sustancialmente el
mismo nivel de inmunidad en los regimenes de cebador de virus de vaccinia/refuerzo de virus de vaccinia cuando se
comparan con los regimenes de cebador de ADN/refuerzo de virus de vaccinia. Se considera que un virus de vaccinia
induce al menos sustancialmente el mismo nivel de inmunidad en los regimenes de cebador de virus de
vaccinia/refuerzo de virus de vaccinia cuando se compara con los regimenes de cebador de ADN/refuerzo de virus de
vaccinia si la respuesta CTL, medida en uno del "ensayo 1" y "ensayo 2" como se describe en el documento WO
02/42480, preferiblemente en ambos ensayos, es al menos sustancialmente la misma en los regimenes de cebador
de virus de vaccinia/refuerzo de virus de vaccinia cuando se compara con los regimenes de cebador de ADN/refuerzo
de virus de vaccinia. Mas preferiblemente, la respuesta CTL después de la administracion de cebador de virus de
vaccinia/refuerzo de virus de vaccinia es mayor en al menos uno de los ensayos, en comparacion con los regimenes
de cebador de ADN/refuerzo de virus de vaccinia. Lo mas preferiblemente, la respuesta CTL es mayor en ambos
ensayos.

El documento WO 02/42480 describe como se obtienen los virus de vaccinia que tienen las propiedades de MVA-BN.
El virus MVA-BN altamente atenuado puede derivarse, p. €j., mediante el pase adicional de un virus de vaccinia Ankara
(MVA) modificado, tal como MVA-572 o MVA-575.

En resumen, MVA-BN ha demostrado que tiene el mas alto perfil de atenuacion en comparacién con otras cepas de
MVA 'y es seguro incluso en animales severamente inmunocomprometidos.

Aunque MVA exhibe una replicacion fuertemente atenuada en células de mamifero, sus genes se transcriben de
manera eficiente, estando el bloque en la replicacion viral en el nivel de ensamblaje y de salida del virus. (Sutter y
Moss, 1992, Nonreplicating vaccinia vector efficiently expresses recombinant genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 89:
10847-10851; Carroll y Moss, 1997, Host range and cytopathogenicity of the highly attenuated MVA strain of vaccinia
virus: propagation and generation of recombinant viruses in a nonhuman mammalian cell line. Virology 238: 198-211.)
A pesar de su alta atenuacién y virulencia reducida, en estudios preclinicos se ha demostrado que MVA-BN provoca
respuestas inmunes tanto humorales como celulares a VACV y a los productos de genes heterélogos clonados en el
genoma de MVA (Harrer et al., 2005, Therapeutic Vaccination of HIV-1-infected patients on HAART with recombinant
HIV-1 nef-expressing MVA: safety, immunogenicity and influence on viral load during treatment interruption. Antiviral
Therapy 10: 285-300; Cosma et al., 2003, Therapeutic vaccination with MVA-HIV-1 nef elicits Nef-specific T-helper cell
responses in chronically HIV-1 infected individuals. Vaccine 22(1): 21-29; Di Nicola et al., 2003, Clinical protocol.
Immunization of patients with malignant melanoma with autologous CD34(+) cell-derived dendritic cells transduced ex
vivo with a recombinant replication-deficient vaccinia vector encoding the human tyrosinase gene: a phase | trial. Hum
Gene Ther. 14(14): 1347-1 360; Di Nicola et al., 2004, Boosting T cell-mediated immunity to tyrosinase by vaccinia
virus-transduced, CD34(+)-derived dendritic cell vaccination: a phase | trial in metastatic melanoma. Clin Cancer Res.
10(16): 5381-5390.)

Vacunas basadas en MVA-BN y MVA-BN recombinante pueden generarse, hacerse pasar, producirse y fabricarse en
células CEF cultivadas en medio exento de suero. Muchas variantes de MVA-BN recombinante han sido
caracterizadas por el desarrollo preclinico y clinico. No se han observado diferencias en términos de atenuacion
(ausencia de replicacién en lineas celulares humanas) o seguridad (toxicidad preclinica o estudios clinicos) entre MVA-
BN, la cadena principal del vector viral y las diversas vacunas basadas en MVA recombinante.

La induccion de una fuerte respuesta inmune humoral y celular contra un producto genético extrafio expresado por un
vector VACV se ve obstaculizada por el hecho de que el producto genético extrafo tiene que competir con todos los
mas de 150 antigenos del vector VACV para el reconocimiento y la induccién de anticuerpos y células T especificos.
El problema especifico es la inmunodominancia de los epitopos de células T CD8 del vector que impide la induccion
de una fuerte respuesta de las células T CD8 contra el producto génico extrafio. (Smith et al., Immunodominance of
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poxviral-specific CTL in a human trial of recombinant-modified vaccinia Ankara. J. Immunol. 175:8431-8437, 2005.)
Esto se aplica a vectores VACV replicantes tales como Dryvax, asi como a vectores no replicantes tales como NYVAC
y MVA.

Para la expresion de un antigeno recombinante ("neoantigeno") por parte de VACV, se pueden utilizar promotores
solamente especificos para poxvirus, pero no promotores eucaridticos comunes. La razén de esto es la biologia
especifica de los poxvirus que se replican en el citoplasma y que traen consigo su propia maquinaria transcripcional
auténoma celular que no reconoce los promotores eucarioticos tipicos.

El ciclo de replicacion viral se divide en dos fases principales, una fase temprana que comprende las dos primeras
horas después de la infeccién antes de la replicacién del ADN, y una fase tardia que comienza en la aparicion de la
replicacién del ADN viral a las 2-4 horas después de la infeccion.

La fase tardia abarca el resto del ciclo de replicacién viral a partir de ~ 2-20 h después de la infeccién hasta que la
progenie del virus se libera de la célula infectada. Existe un cierto nimero de tipos de promotores poxvirales que se
distinguen y nombran por los periodos de tiempo dentro del ciclo de replicacion viral en el que son activos, por ejemplo,
promotores tempranos y tardios. (Véase, por ejemplo, Davison y Moss, J. Mol. Biol. 210:771-784, 1989; Davison y
Moss, J. Mol. Biol. 210:749-769, 1989; y Hirschmann et al., Journal of Virology 64:6063-6069, 1990.)

Si bien los promotores tempranos también pueden ser tardios activos en la infeccion, la actividad de los promotores
tardios se limita a la fase tardia. Una tercera clase de promotores, denominados promotores intermedios, es activa en
la transicion de la fase temprana a la tardia y depende de la replicacion del ADN viral. Esto ultimo también se aplica a
los promotores tardios, sin embargo, la transcripcién de los promotores intermedios comienza antes que la de los
promotores tardios tipicos y requiere un conjunto diferente de factores de transcripcion.

Se hizo cada vez mas evidente en los ultimos anos que la eleccién de la clase temporal del promotor poxviral para
expresion del neoantigeno tiene efectos profundos en la fuerza y la calidad de la respuesta inmune especifica para el
neoantigeno. Se demostro que las respuestas de células T contra los neoantigenos expresados bajo el control de un
promotor tardio son mas débiles que las obtenidas con el mismo antigeno bajo un promotor temprano. (Bronte et al.,
Antigen expression by dendritic cells correlates with the therapeutic effectiveness of a model recombinant poxvirus
tumor vaccine. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 94:3183-3188, 1997. Coupar et al., Temporal regulation of influenza
hemagglutinin expression in vaccinia virus recombinants and effects on the immune response. Eur. J. Immunol.
16:1479-1487, 1986.)

Aun mas sorprendentemente, se ha demostrado recientemente que en inmunizaciones autélogas repetidas con VACV,
asi como con el MVA vector VACV de replicacion defectuosa, las respuestas de células T CD8 contra antigenos bajo
un promotor exclusivamente tardio pueden fallar por completo. Este fallo resulté en una respuesta de células T CD8
especifica para antigenos casi indetectable después de la segunda inmunizacion. (Kastenmuller et al., Cross-
competition of CD8+ T cells shapes the immunodominance hierarchy during boost vaccination. J. Exp. Med. 204:2187-
2198, 2007.)

Por lo tanto, la expresion temprana de neoantigenos por parte de vectores VACV parece ser crucial para eficientes
respuestas de células T CD8 especificas para neoantigenos. También se ha demostrado que un antigeno del vector
VACV expresado de forma temprana no solo compite con los antigenos expresados tardiamente, sino también con
otros antigenos tempranos por la inmunodominancia en la respuesta de células T CD8. (Kastenmuller et al., 2007.)
Las propiedades especificas de la porcién temprana del promotor poxviral podrian ser, por lo tanto, muy importantes
para la induccién de una respuesta de células T especifica para neoantigenos. Ademas, es una opinién comdn y una
regla general que cantidades elevadas de antigeno son beneficiosas para la induccién de fuertes respuestas inmunes
especificas para antigenos (para el sector de poxvirus, véase, por ejemplo, Wyatt et al., Correlation of
immunogenicities and in vitro expression levels of recombinant modified vaccinia virus Ankara HIV vaccines. Vaccine
26:486-493, 2008).

Un promotor que combina 4 elementos de promotor temprano y un elemento de promotor tardio del gen ATl se ha
descrito previamente (Funahashi et al., Increased expression in vivo and in vitro of foreign genes directed by A-type
inclusion body hybrid promoters in recombinant vaccinia viruses. J. Virol. 65:5584-5588, 1991; Wyatt et al., Correlation
of immunogenicities and in vitro expression levels of recombinant modified vaccinia virus Ankara HIV vaccines. Vaccine
26:486-493, 2008) y ha demostrado dirigir una expresion temprana incrementada de antigeno. Sin embargo, las
respuestas de células T inducidas por un antigeno dirigido por un promotor de este tipo solo se analizaron después
de una Unica inmunizacion y no fueron aparentemente diferentes de las obtenidas con el promotor clasico Pr7.5K en
este contexto. (Funahashi et al., Increased expression in vivo and in vitro of foreign genes directed by A-type inclusion
body hybrid promoters in recombinant vaccinia viruses. J. Virol. 65:5584-5588, 1991.)
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Jin et al. Arco. Virol. 138:315-330, 1994, informaron sobre la construccién de promotores VACV recombinantes que
consisten en un promotor ATl de VACV combinado con repeticiones en tandem (2 a 38 copias) de un promotor Pr7.5
mutado operativamente enlazado al gen CAT. Hasta 10 repeticiones del promotor Pr7.5 mutado fueron efectivas para
aumentar la expresion génica temprana. La repeticién adicional parecia ser inhibitoria. Con todas las construcciones,
la cantidad de proteina CAT producida en presencia de arabindsido de citosina (AraC) (es decir, cuando el ciclo de
replicacién viral se detuvo en la fase temprana) fue inferior a la décima parte de la cantidad producida en ausencia de
AraC (Jin et al. Arch. Virol. 138:315-330, 1994).

Recientemente, se demostré que las inmunizaciones repetidas de ratones con MVA recombinante que expresa OVA
bajo el control de un promotor temprano-tardio hibrido (pHyb) que contiene cinco copias de un elemento temprano
fuerte condujo a respuestas de células T CD8 aguda y de memoria superiores en comparacién con las de OVA
impulsadas por Pr7.5 y PrS. Baur et al., Journal of Virology, vol. 84 (17):8743-8752 (2010). Ademas, OVA expresado
bajo el control de pHyb reemplaz6 la proteina B8R derivada de MVA como el antigeno de células T CD8
inmunodominante después de tres 0 mas inmunizaciones. Id

Assarsson et al, P.N.A.S. 105:2140-45, 2008, midieron simultaneamente los niveles de expresién de 223 genes de
virus de vaccinia anotados durante la infeccidn y se determiné su cinética utilizando un enfoque de matriz de mosaico
del genoma. Descubrieron que muchos genes en la cepa WR del virus de Vaccinia tenian altas tasas de transcripcion.
Assarsson et al. proporcionaron algunos ejemplos de genes altamente expresados: inmediatos-tempranos, VACWR-
059 (proteina de unién a ARN de doble cadena) y VACWR-184 (desconocido); tempranos, VACWR-018
(desconocido); tempranos/tardios, VACWR-131 (proteina central); y tardios, VACWR-169 (desconocido). Assarsson
et al. indicaron que, debido a sus niveles de expresion excepcionalmente altos, estos genes podrian ser de especial
interés para futuras investigaciones, pero no identificaron los promotores que iniciaron la transcripcion de estos genes.

Yang et al, P.N.A.S.107:11513-11518, 2010, utilizaron la secuenciacién de ARN profunda para analizar transcriptomas
de virus de vaccinia (VACV) en momentos progresivos después de la infeccién. Antes de la replicacion del ADN viral
se detectaron transcripciones de 118 ORF de VACV; después de la replicacion, se caracterizaron las transcripciones
de 93 ORF adicionales. La alta resolucion permitié la determinacion de los limites precisos de muchos ARNm,
incluyendo las transcripciones de lectura y la ubicacién de los sitios de inicio de ARNm y promotores adyacentes.

Orubu et al, PLoS ONE 7 (6):e40167, 2012, demostraron que promotores tempranos potentes que impulsan la
expresion de marcos de lectura abiertos (ORF) de MVA no funcionales o no esenciales pueden ser aprovechados para
la expresién inmunogénica de antigeno recombinante. El reemplazo preciso de los ortdélogos de MVA de C11R, F11L,
A44L y B8R con un antigeno modelo situado para usar el mismo codén de inicio de la traduccién permitié una expresién
transgénica temprana similar o ligeramente mayor que la lograda por los promotores sintéticos p7.5 o cortos utilizados
comunmente. La frecuencia de células T CD8+ especificas para antigenos inducidas en ratones por vacunacién Unica
o0 cebada con adenovirus, con refuerzo de rMVA fue similarmente igual o marginalmente mejorada utilizando
promotores enddgenos en sus loci genémicos auténticos en comparacién con las construcciones tradicionales. La
mejora en la inmunogenicidad observada utilizando los promotores C11R o F11L en comparacién con p7.5 fue similar
a la obtenida con el promotor mH5 en comparacion con p7.5.

Respuestas contundentes de células T y anticuerpos contra antigenos codificados por poxvirus recombinantes puede
mejorar la eficacia de la vacuna. En consecuencia, existe la necesidad en la técnica de composiciones y métodos
capaces de lograr fuertes respuestas de células T y anticuerpos contra antigenos codificados por poxvirus
recombinantes, tales como MVA. La invencién satisface esta necesidad.

Breve Sumario de la Invencién

La invencion abarca un virus recombinante modificado de Vaccinia Ankara (MVA) que comprende un promotor Pr13.5
enlazado a una secuencia de nucleétidos que codifica un neoantigeno y usos del mismo.

En una realizacion, la invencién abarca un virus de Vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinante para uso en la
induccion de una respuesta contundente de células T CD8 contra un neoantigeno en un ser humano, que comprende
administrar al ser humano una o mas administraciones de dicho virus de Vaccinia Ankara modificado (MVA)
recombinante; en donde el MVA recombinante comprende un promotor Pr13.5 enlazado operativamente a una
secuencia de nucleétidos que codifica el neoantigeno, en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 1 copia de
una secuencia de 4cido nucleico de al menos 40 bases que tiene al menos un 95% de identidad con SEQ ID NO: 1,y
al menos 1 copia de una segunda secuencia de nucleétidos de al menos 31 nucleétidos que tiene al menos un 95%
de identidad con SEQ ID NO: 1, y en donde dicho promotor genera al menos 1,5 veces mas células T CD8 especificas
para el neoantigeno que se generan con una construccion de MVA correspondiente, en la que el promotor ha sido
reemplazado por el promotor PrS definido por SEQ ID NO: 6 después de una unica inmunizacion.
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En otra realizacion, la invencion abarca un virus de Vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinante que comprende
un promotor Pr13.5 enlazado operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica un neoantigeno, en donde
el promotor Pr13.5 comprende al menos 1 copia de una secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases que tiene
al menos un 95% de identidad con SEQ ID NO: 1, y al menos 1 copia de una segunda secuencia de nucleétidos de al
menos 31 nucledtidos que tiene al menos un 95% de identidad con SEQ ID NO: 1, y en donde dicho el promotor
genera al menos 1,5 veces mas células T CD8 especificas para el neoantigeno que las que se generan con una
construccion de MVA correspondiente, en la que el promotor ha sido reemplazado por el promotor PrS definido por
SEQ ID NO: 6 después de una Unica inmunizacién.

En diversas realizaciones, el promotor Pr13.5 comprende al menos 2 copias de una secuencia de acido nucleico de
al menos 40 bases que tiene al menos 98% o0 100% de identidad con SEQ ID NO: 1.

En diversas realizaciones, el promotor Pr13.5 comprende los nucle6tidos 15878-15775 en la Figura 1.
Breve Descripcién de los Dibujos

La Figura 1 representa la secuencia aguas arriba del gen MVA013.5L (SEQ ID NO: 3). Se dan las secuencias
de los promotores Pr13.5 corto y Pr13.5 largo. Linea discontinua: Pr13.5 largo (Pos. 15878-15755). Linea
continua: Pr13.5-corto (Pos. 15808-15755). Subrayado: codén de inicio ATG de MVA013.5 (Pos. 15703-
15701). Coddn de parada TAA de MVAQ14L (Pos. 15878-15856). Flechas negras desde abajo: sitios de inicio
de la transcripcién definidos por RACE PCR (Pos. 15767 y 15747). Flechas grises desde la parte superior:
sitios de inicio de la transcripcion definidos por Yang et al., 2010, datos compl. En recuadro: promotor central
segun lo definido por Yang et al., 2010, datos compl. (Pos. 15913-15899). Posiciones de acuerdo con
GenBank DQ983238.1

La Figura 2 representa la secuencia y la posicion de los promotores Pr13.5 largo y Pr13.5 corto en el genoma
de MVA (SEQ ID NO: 3). Hay una repeticion de la secuencia de 44 pb (repeticién directa) en la secuencia
aguas arriba del gen MVAQ13.5. En recuadro: en recuadro esta la secuencia repetida de 44 pb en la
secuencia aguas arriba de 13.5, que esta separada por un espaciador de 36 pb. Linea discontinua: Pr13.5
largo (Pos. 15878-15755). Linea continua: Pr13.5-corto (Pos. 15808-15755). Subrayado: coddn de inicio ATG
de MVAO013.5 (Pos. 15703-15701). Posiciones de acuerdo con GenBank DQ983238.1.

La Figura 3 representa RT-gPCR que mide el ARNm de ovoalbumina de células Hela infectadas con las
construcciones indicadas en los puntos de tiempo posteriores a la infeccién indicados.

La Figura 4 representa la expresion de la proteina Ova medida por FACS como la intensidad de fluorescencia
media (MFI) de células Hela infectadas con las construcciones indicadas en los puntos de tiempo posteriores
a la infeccién indicados. La media de wt (sin gen Ova incluido) en 399 MFI refleja el fondo del ensayo.

La Figura 5 representa la relacién media de células Ova+/B8R+ de ratones vacunados con las construcciones
indicadas después de la primera, segunda y tercera inmunizaciones.

La Figura 6 representa la relacion media de respuesta de células T Ova+/B8R+ de ratones a las 10 semanas
después de la tercera inmunizacion con las construcciones indicadas.

Las Figuras 7A y 7B representan la produccién de anticuerpos a partir de las construcciones indicadas
después de la primera, segunda y tercera inmunizaciones. A. Titulo medio geométrico (GMT) de anticuerpos.
B. Relacion de GMT en comparacion con el promotor PrS. Los promotores MVA50L + PrSSL y MVA170R +
PrSSL son los promotores de MVA de los genes respectivos fusionados en el lado 5' del promotor PrSSL
Tardio Corto Sintético directamente aguas arriba del ATG del gen de ovoalbimina. (AATTTTTAATATATAA;
SEQ ID NO: 7; documento PCT WO 2010/060632 A1.)

Las Figuras 8A-8F representan un alineamiento BLAST de las secuencias de nucleétidos de diversos
promotores Pr13.5 de poxvirus con SEQ ID NO: 1. Los nucledtidos idénticos se representan con puntos, los
nucleétidos omitidos se representan con guiones y los cambios se indican con letras.

Las Figuras 9A-9D representan nimeros de acceso y nombres para las secuencias en los alineamientos de
las Figuras 8A-8F.

Descripcién Detallada de la Invencion

Células Hela se infectaron con MVA-BN y se prepard ARN. Se generaron cebadores especificos para diversos ORF
de MVA y se utiliz6 RACE-PCR (kit FirstChoice® RLM-RACE, Life Technologies, Darmstadt, Alemania) para generar
productos de PCR representativos de los ARN de MVA que codifican estos ORF. Los productos de PCR se
secuenciaron para identificar los sitios de inicio de la transcripcion. En base a esta informacioén, se identificaron
promotores para la transcripciéon de ARNm que codifican estos ORF. Los promotores de MVA para los siguientes ORF
se insertaron en construcciones de MVA para impulsar la expresion del gen de la ovoalbdmina (OVA): MVA13.5
(CVA022; WR 018), MVAO50L (E3L; WR 059), MVA022L (K1L; WR 032) y MVA170R (B3R; WR 185).
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Se infectaron células Hela in vitro con los virus MVA recombinantes y la expresion de la proteina ovoalbumina se
examin6 por andlisis FACS. No se detectdé expresion de proteina ovoalbumina mediante analisis FACS para
construcciones que contienen los promotores MVAO50L (E3L; WR 059), MVA022L (K1L; WR 032) y MVA170R (B3R;
WR 185) a las 2 o incluso 4 horas después de la infeccién. En contraposicion, se detect6 la expresion de ovoalbimina
de alto nivel con el promotor MVA13.5 (CVA022; WR 018) ya después de 2 horas.

Un supuesto elemento de nucleo del promotor para el ORF de MVA13.5L fue identificado previamente en Yang et al.,
2010, como que contiene una secuencia del nicleo de 15 nt y un conductor no traducido de 177 nt. Sin embargo, el
estudio actual indic6 que los sitios de inicio de la transcripcion utilizados por MVA13.5L ORF estaban aguas abajo del
sitio de inicio identificado por Yang et al. en mas de 100 nucleétidos. En consecuencia, el promotor MVA13.5
identificado por los autores de la invencion difiere del elemento de nucleo del promotor identificado por Yang et al.

El promotor MVA13.5 identificado por los autores de la invencién contiene una repeticion de méas de 40 nucledtidos:
TAAAAATAGAAACTATAATCATATAATAGTGTAGGTTGGTAGTA (SEQ ID NO: 1). La secuencia repetida también se
puede encontrar en muchos otros poxvirus, por ejemplo, virus de la viruela del caballo, virus de la viruela del mono,
virus de la viruela de la vaca, variola virus, virus de vaccinia, virus de la viruela del camello, virus de la viruela del
conejo, Ectromelia virus, y virus de la viruela del jerbillo de la India (Figuras 8 y 9).

Se generaron dos construcciones de MVA con promotores que contienen una copia (MVA13.5 corto; SEQ ID NO: 1)
o dos copias (MVA13.5 largo; SEQ ID NO: 2) de la repeticién que impulsa la expresion del gen de la ovoalbdmina
(OVA). Se detect6 la expresion de ovoalbumina de alto nivel después de la infeccion de células Hela in vitro con
ambas construcciones. (Fig. 4).

La expresion de ARN de ovoalbumina dirigida por diversos promotores en células HelLa infectadas in vitro se midi6 en
diversos puntos de tiempo por RT-gPCR. Tanto MVA13.5 corto como MVA13.5 largo mostraron altos niveles de
expresion temprana de ARN. (Fig. 3). MVA13.5 largo mostro los niveles mas altos de expresién temprana de proteinas.

Respuestas de células T CD8 contra OVA expresada de forma recombinante bajo el control de los promotores PrS,
Pr7.5 opt + espaciador, Pr13.5 corto y Pr13.5 largo se determinaron en ratones después de una, dos y tres
inmunizaciones de MVA recombinante por ratén (Fig. 5-6). La respuesta de células T CD8 especificas para OVA y
especificas para B8R (viral) se determind evaluando el nimero de células T CD8 que se unen especificamente a
hexameros de MHC de clase |. Los dextrameros de MHC de clase | se complejaron con sus respectivos péptidos de
unién a H-2Kb, SIINFEKL (SEQ ID NO: 4) para OVA o TSYKFESV (SEQ ID NO: 5) para el péptido B8R viral.

La relacién media de células T CD8 especificas para OVA a especificas para B8R fue aproximadamente 2,5 para
MVA13.5-largo después de 3 inmunizaciones. Las otras 3 construcciones mostraron una relacion media de menos de
1. Por lo tanto, podria lograrse una inversion de la jerarquia de inmunodominancia utilizando el promotor Pr13.5 largo
para la expresién del neoantigeno, pero no utilizando los otros promotores.

Respuestas de anticuerpos contra OVA expresada de forma recombinante bajo el control de diversos promotores se
determinaron en ratones después de una, dos y tres inmunizaciones de MVA recombinante por raton. (Fig. 7A-B). La
respuesta de anticuerpos con MVA13.5 largo fue sustancialmente mayor que la respuesta utilizando un MVA
recombinante con el promotor PrS. Por lo tanto, el uso del promotor Pr13.5 largo para impulsar la expresion de
neoantigeno a partir de MVA proporciona resultados inesperadamente superiores.

Promotores Pr13.5

La invencion hace uso de acidos nucleicos aislados que comprenden o que consisten de un promotor Pr13.5. Dentro
del contexto de esta invencién, un "promotor Pr13.5" comprende al menos

1 copia de una secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases que tiene al menos un 95% de identidad con SEQ
ID NO: 1, y al menos 1 copia de una segunda secuencia de nucleétidos de al menos 31 nucleétidos que tiene al menos
un 95% de identidad con SEQ ID NO: 1, y en donde dicho promotor genera al menos 1,5 veces mas células T CD8
especificas para el neoantigeno que se generan con una construccion de MVA correspondiente, en la que el promotor
ha sido reemplazado por el promotor PrS definido por SEQ ID NO: 6 después de una unica inmunizacion. Por lo tanto,
un "promotor Pr13.5" puede, en diversas realizaciones, referirse a una secuencia de nucleétidos de MVA, a una
secuencia sintética o a una secuencia poxviral analoga de un poxvirus distinto de MVA. Preferiblemente, el promotor
Pr13.5 comprende al menos 2 copias de una secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases que tienen al menos
un 98%, 99% o 100% de identidad con SEQ ID NO: 1. La secuencia de acido nucleico es de preferiblemente 40, 41,
42, 43, 44 o 45 bases de longitud.
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El porcentaje de identidad puede determinarse por inspeccion visual y célculo matematico. Alternativamente, el
porcentaje de identidad de dos secuencias de acido nucleico se puede determinar comparando la informacién de la
secuencia utilizando el programa informéatico GAP, version 6.0 descrito por Devereux et al. (Nucl. Acids Res. 12:387,
1984) y disponible del Grupo de Computacién Genética de la Universidad de Wisconsin (UWGCG). Los parametros
predeterminados preferidos para el programa GAP incluyen: (1) una matriz de comparacién unaria (que contiene un
valor de 1 para identidades y de 0 para no identidades) para nucleétidos, y la matriz de comparacién ponderada de
Gribskov y Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1986, segun se describe por Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein
Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, pags. 353-358, 1979; (2) una penalizacion de 3,0
por cada hueco y una penalizacion adicional de 0,10 por cada simbolo en cada hueco; y (3) sin penalizacion por
huecos finales. También se pueden utilizar otros programas utilizados por un experto en la técnica de comparacion de
secuencias.

Preferiblemente, el promotor Pr13.5 esté enlazado operativamente a una secuencia de &cido nucleico heterélogo.
Dentro del contexto de esta invencién, "secuencia de acido nucleico heterélogo” significa una secuencia de &cido
nucleico a la que el promotor no esté enlazado en la naturaleza. Dentro del contexto de esta invencién, "enlazado
operativamente" significa que el promotor puede impulsar la expresion de la secuencia de acido nucleico heterélogo
en una célula infectada con poxvirus. La secuencia de acido nucleico heterélogo codifica preferiblemente un
neoantigeno. Dentro del contexto de esta invencion, un neoantigeno se refiere a un antigeno no expresado de forma
natural por el vector poxviral.

El promotor Pr13.5 puede enlazarse operativamente a una secuencia de &cido nucleico heter6logo mediante
tecnologia de ADN recombinante. En diversas realizaciones, la secuencia de acido nucleico heterélogo se introduce
en el ORF 13.5 del poxvirus.

Preferiblemente, el promotor Pr13.5 es un promotor de poxvirus que se produce de forma natural. Por ejemplo, el
promotor Pr13.5 puede ser promotor Pr13.5 de virus de vaccinia Ankara modificado (MVA), virus de la viruela del
mono, virus de la viruela de la vaca, variola virus, virus de vaccinia, virus de la viruela del camello, virus de la viruela
del conejo, Ectromelia virus o virus de la viruela del jerbillo de la India virus. Promotores Pr13.5 preferidos pueden
seleccionarse de los virus mostrados en la Figura 9 y las secuencias mostradas en la Figura 8.

En diversas realizaciones, el promotor Pr13.5 es un promotor Pr13.5 sintético.

En algunas realizaciones, el promotor Pr13.5 contiene 1 copia de una secuencia de nucleétidos de al menos 40 bases
que tiene al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad con SEQ ID NO: 1y 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas copias
de una segunda secuencia de nucledtidos de al menos 31 nucledtidos que tiene al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 100% de identidad con SEQ ID NO: 1. Preferiblemente, la segunda secuencia de nucledttidos tiene al menos 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 0 45 bases.

Preferiblemente, las secuencias repetidas estan separadas por 20-80 nucledtidos, mas preferiblemente 30-40
nucleétidos, y lo mas preferiblemente por 33, 35, 35, 36, 37, 38, 39 o0 40 nucledtidos.

Preferiblemente, el promotor Pr13.5 comprende al menos una copia de la secuencia:

TAAAAATAGAAACTATAATCATATAATAGTGTAGGTTGGTAGTATTGCTCT
TGTGACTAGAGACTTTAGTTAAGGTACTGTAAAAATAGAAACTATAATCAT
ATAATAGTGTAGGTTGGTAGTA (SEQ ID NO:2).

En algunas realizaciones, el promotor Pr13.5 comprende uno o méas de los cambios de nucleétidos mostrados en la
Figura 8.

La divulgacién abarca métodos de expresar un neoantigeno, que comprenden enlazar operativamente un promotor
Pr13.5 a una secuencia de acido nucleico heterdlogo.

Poxvirus recombinantes que comprenden promotores Pr13.5

La divulgacion abarca un vector poxviral recombinante que comprende un promotor Pr13.5 enlazado operativamente
a una secuencia de acido nucleico heterélogo. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico heter6logo se inserta en
el ORF 13.5 de un poxvirus para enlazar operativamente la secuencia de acido nucleico heterélogo al promotor Pr13.5
viral enddgeno. En otro aspecto, la secuencia de acido nucleico heterdlogo esta enlazada a un promotor Pr13.5 y esta
insertada en un sitio en el genoma distinto del ORF 13.5.
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Preferiblemente , el vector de poxvirus se deriva de poxvirus que pertenecen a la subfamilia Chordopoxvirinae. Los
poxvirus incluyen aquellos pertenecientes a los géneros Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus,
Lepripoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus y Yatapoxvirus. Los mas preferidos son los poxvirus que pertenecen a
los géneros Orthopoxvirus y Avipoxvirus.

Otros poxvirus tales como el virus de la viruela del mapache y el virus de la viruela del raton se pueden emplear en la
presente invencion, por ejemplo, para la fabricacion de la vacuna para la vida salvaje. Miembros del capripoxvirus y
leporipox también se incluyen aqui, ya que pueden ser Utiles como vectores para ganado y conejos, respectivamente.

En otro aspecto, el poxvirus se deriva de avipoxvirus. Ejemplos de avipoxvirus adecuados para uso en la presente
invencion incluyen cualquier avipoxvirus, tal como el virus de la viruela aviar, virus de la viruela del canario,
uncopoxvirus, virus de la viruela de mina, virus de la viruela de la paloma, virus de la viruela de los psitaciformes, virus
de la viruela de la codorniz, virus de la viruela del pavo real, virus de la viruela del pinguino, virus de la viruela del
gorrién, virus de la viruela del estronino y virus de la viruela del pavo. Los avipoxvirus preferidos son el virus de la
viruela del canario y el virus de la viruela aviar.

Preferiblemente, el poxvirus es un virus de vaccinia, lo mas preferiblemente MVA. La invencién abarca virus MVA
recombinantes generados con cualquiera y todos los virus MVA. Virus MVA preferidos son cepas variantes de MVA
MVA-BN, tales como, p. €j., las depositadas en el ECACC con el numero V00083008; MVA-575, depositado el 7 de
diciembre de 2000 en la Coleccion Europea de Cultivos de Células Animales (ECACC) con el nimero de depdsito
V001 20707; y MVA-572, depositado en la Coleccién Europea de Cultivos de Células Animales como ECACC V9401
2707. También se prefieren derivados de la cepa depositada.

Preferiblemente, el MVA tiene la capacidad de replicacién reproductora in vitro en fibroblastos de embrién de pollo
(CEF) u otras lineas celulares aviares o in vivo en huevos embrionados, pero sin capacidad de replicacion reproductora
en células humanas en las que MVA 575 o MVA 572 puede replicar de forma reproductora. Lo mas preferiblemente,
el MVA no tiene capacidad de replicacion reproductora en la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT, la linea
celular de rindn de embrién humano 293, la linea celular de osteosarcoma éseo humano 143B y la linea celular de
adenocarcinoma de cuello uterino humano Hela.

En realizaciones preferidas, el virus de vaccinia Ankara modificado (MVA) se caracteriza por tener la capacidad de
replicacién reproductora in vitro en fibroblastos de embridn de pollo (CEF) y por ser mas atenuado que MVA-575 en
la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT, en la linea celular de osteosarcoma 6seo humano 143B y en la
linea celular de adenocarcinoma de cuello uterino humano HelLa. Preferiblemente, el virus MVA es capaz de una
relacién de amplificacién de replicacién mayor que 500 en células CEF.

Cualquier antigeno, incluyendo los que inducen una respuesta de células T, puede ser expresado por el MVA
recombinante de la invencion. Se prefieren los antigenos virales, bacterianos, fungicos y cancerosos. Antigenos del
VIH-1, antigenos del virus del Dengue, antigeno especifico de préstata (PSA) y antigeno de la fosfatasa acida de la
prostata (PAP), antigenos HER-2/Neu, antigenos del antrax, antigenos del virus del sarampién, virus de la gripe,
picornavirus, coronavirus y antigenos del virus respiratorio sincitial son antigenos particularmente preferidos.
Preferiblemente, el antigeno es un antigeno extrafio o neoantigeno.

La divulgacion abarca métodos de fabricacién de poxvirus recombinantes, preferiblemente MVA, que comprenden
insertar una secuencia de acido nucleico heterdlogo en un poxvirus de modo que la secuencia de acido nucleico
heterdlogo esté enlazada operativamente a un promotor Pr13.5.

La divulgacion abarca el uso del virus MVA recombinante de la invencién en la fabricacion de un medicamento o
vacuna para el tratamiento o la prevencion de infecciones y enfermedades de un mamifero, incluyendo un ser humano.

La divulgaciéon abarca el uso del virus MVA recombinante de la invencién para el tratamiento o la prevencién de
infecciones y enfermedades de un mamifero, incluyendo un ser humano.

La divulgacion abarca el uso del virus MVA recombinante de la invencién como vacunas, particularmente para el
tratamiento o la prevencién de infecciones y enfermedades de un mamifero, incluyendo un ser humano.

Kits que comprenden MVA recombinante

La divulgacién proporciona kits que comprenden el vector poxviral recombinante, preferiblemente virus MVA, de
acuerdo con la divulgacion. El kit puede comprender al menos uno, dos, tres, cuatro o mas recipientes o viales del
vector poxviral recombinante, preferiblemente virus MVA, junto con instrucciones para la administracién del virus a un
mamifero, incluido un ser humano. Las instrucciones pueden indicar que el virus recombinante se administra al
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mamifero, preferiblemente un ser humano, en una o mdltiples dosis (es decir, 2, 3, 4, 5, 6, etc.) en puntos de tiempo
especificos (p. €j., al menos 4 semanas, al menos 6 semanas, al menos 8 semanas después de la administracion
anterior). Preferiblemente, las instrucciones indican que el virus recombinante se debe administrar a un mamifero,
preferiblemente un ser humano, en al menos 1, al menos 2, al menos 3 o al menos 4 dosis.

Métodos de Inducir una Respuesta de Células T CD8 y/o de Anticuerpos

La divulgacion abarca métodos de inducir una respuesta de células T CD8 y/o de anticuerpos en un huésped. En un
aspecto, el método comprende administrar al menos una, dos, tres, cuatro o cinco inmunizaciones de un poxvirus
recombinante, preferiblemente MVA, que comprende un promotor Pr13.5 al mamifero, incluido un ser humano.

Administracion a un Huésped

Los poxvirus recombinantes, preferiblemente MVA, de acuerdo con la invencion se pueden utilizar para el tratamiento
de una amplia gama de mamiferos, incluyendo seres humanos, e incluso seres humanos inmuno-comprometidos. Por
lo tanto, la presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica y también una vacuna para inducir
una respuesta inmune en un mamifero, incluido un ser humano.

La vacuna comprende preferiblemente el poxvirus recombinante, preferiblemente MVA, en un intervalo de
concentraciones de 10* a 10° TCID (dosis infecciosa del cultivo de tejido)so/ml, preferiblemente en un intervalo de
concentraciones de 10%a 5 x 108 TCIDso/ml, méas preferiblemente en un intervalo de concentraciones de 10%a 108
TCIDso/ml, y lo mas preferiblemente en un intervalo de concentraciones de 107 a 108 TCIDso/ml, especialmente 108
TCIDso/ml.

Una dosis de vacunacién preferida para mamiferos, preferiblemente un ser humano, comprende 10%a 10° TCIDso, lo
mas preferiblemente una dosis de 107 TCIDso 0 108 TCIDso, especialmente 108 TCIDso.

La composicion farmacéutica puede incluir generalmente uno o mas soportes, aditivos, antibiéticos, conservantes,
adyuvantes, diluyentes y/o estabilizadores farmacéuticamente aceptables y/o aprobados. Sustancias auxiliares de
este tipo pueden ser agua, solucion salina, glicerol, etanol, aceite, agentes humectantes o emulsionantes, sustancias
tampon de pH o similares. Soportes adecuados son tipicamente moléculas grandes, de metabolizacion lenta, tales
como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de
aminoacidos, agregados lipidicos o similares.

Para la preparacion de vacunas, el poxvirus recombinante, preferiblemente MVA, de acuerdo con la divulgacion se
puede convertir en una forma fisiologicamente aceptable. Esto se puede hacer en base a la experiencia en la
preparacion de vacunas contra el poxvirus utilizadas para la vacunacion contra la viruela (segun lo descrito por Stickl
et al. 1974).

Por ejemplo, el virus purificado se puede almacenar a -80°C con un titulo de 5 x 108 TCIDso/ml formulada en
aproximadamente Tris 10 mM, NaCl 140 mM pH 7,4. Para la preparacién de vacunas, p. ej., se pueden liofilizar 102 -
108 particulas del virus en 100 pl a 1 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en presencia de 2% de
peptona y 1% de albumina humana en una ampolla, preferiblemente una ampolla de vidrio. Alternativamente, las
vacunas pueden producirse mediante liofilizacién gradual del virus en una formulacion. Esta formulacién puede
contener aditivos adicionales, tales como manitol, dextrano, azucar, glicina, lactosa o polivinilpirrolidona u otros
adyuvantes, tales como antioxidantes o gases inertes, estabilizadores o proteinas recombinantes (p. €j., albimina de
suero humano) adecuados para la administracién in vivo. La ampolla de vidrio se sella después y se puede almacenar
entre 4 °C y la temperatura ambiente durante varios meses. Sin embargo, mientras no exista necesidad, la ampolla se
almacena preferiblemente a temperaturas inferiores a -20 °C.

Para la vacunacion o terapia, el liofilizado se puede disolver en una solucién acuosa, preferiblemente solucion salina
fisiolégica o tampoén Tris, y administrar ya sea sistémica o localmente, es decir, por via parenteral, subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intranasal, o cualquier otra via de administracion conocida para el practicante experto. Los
expertos en la técnica pueden optimizar el modo de administracion, la dosis y el nimero de administraciones de una
manera conocida. Sin embargo, mas comunmente un mamifero, preferiblemente un ser humano, es vacunado con
una segunda administracion aproximadamente dos semanas a seis semanas después de la primera administracion
de la vacuna. Tercera, cuarta y administraciones subsiguientes seran mas comidnmente de aproximadamente dos
semanas a seis semanas después de la administracién anterior.

La divulgacién proporciona métodos para la inmunizacién de mamiferos, incluyendo un ser humano. En un aspecto,
se inmuniza un mamifero objeto, que incluye ratas, conejos, ratones y seres humanos, que comprende administrar
una dosis de un MVA recombinante al mamifero, preferiblemente a un ser humano. En un aspecto, la primera dosis
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comprende 108 TCIDso del virus MVA recombinante y la segunda y dosis adicionales (es decir, tercera, cuarta, quinta,
etc.) comprenden 108 TCIDso del virus. Las administraciones pueden estar en una primera dosis (cebado) y una
segunda 0 mas dosis (de refuerzo).

La inmunizacion puede administrarse ya sea sistémica o localmente, es decir, por via parenteral, subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intranasal, o por cualquier otra via de administracion conocida por el practicante experto.

Respuestas de células T CD8 y anticuerpos

Inmunizaciones con el MVA recombinante de la invenciéon pueden inducir una respuesta contundente de células T
CD8. En realizaciones preferidas, después de la primera, segunda, tercera, cuarta, quinta, etc. inmunizacién, el MVA
recombinante induce una respuesta contundente de células T CD8 en el mamifero, preferiblemente un ser humano,
contra el antigeno codificado que es mayor que la respuesta de las células T CD8 contra el epitopo de células T CD8
virales inmunodominantes, p. ej., TSYKFESV (SEQ ID NO: 5) codificado por el vector MVA. Preferiblemente, después
de la segunda, tercera, cuarta, quinta, etc. inmunizacion se induce una respuesta de células T inmunodominantes en
el mamifero, preferiblemente un ser humano, contra el antigeno codificado. Preferiblemente, después de la segunda,
tercera, cuarta, quinta, etc. inmunizacién, el MVA recombinante induce una respuesta de células T CD8 en el mamifero,
preferiblemente un ser humano, contra el antigeno codificado que es al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30% 0 35% del
total de células T CD8. Preferiblemente, después de la segunda, tercera, cuarta, quinta, etc. inmunizacién, el MVA
recombinante aumenta la respuesta de las células T CD8 en el mamifero, preferiblemente un ser humano, contra el
antigeno codificado al menos 2, 3, 4, 5 0 10 veces (es decir, del 1% al 2%, 3%, 4%, 5% o0 10% del total de células T
CD8) en comparacion con la respuesta con el antigeno codificado después de una administracién Unica o aumenta la
respuesta de células T CD8 en el mamifero, preferiblemente un ser humano, contra el antigeno codificado al menos
2,3, 4,50 10 veces en comparacién con la respuesta de células T de un antigeno viral (p. €j., B8R). Preferiblemente,
el MVA recombinante genera una respuesta de células T CD8 en el mamifero, preferiblemente un ser humano, contra
el antigeno codificado al menos 2, 3, 4, 5 0 10 veces en comparacion con la respuesta de células T contra un antigeno
viral (p. ej., B8R) después de una sola administracion. Lo mas preferiblemente, la respuesta de las células T CD8 en
el mamifero, preferiblemente un ser humano, contra el antigeno codificado aumenta con 2, 3, 4 0 5, etc. inmunizaciones
en mayor medida que la respuesta contra un antigeno tardio viral (p. ej., B8R).

El nivel de respuesta de las células T CD8 se puede determinar, por ejemplo, mediante la recopilacién de
aproximadamente 100-120 pl de sangre en tampdn FACS/heparina. Las PBMC pueden prepararse lisando eritrocitos
con tampon de lisis RBC. Las PBMC pueden tefirse conjuntamente entonces en una reaccién Unica para células T
CD8 especificas para OVA y B8R utilizando un anti-CD8a-FITC, CD44-PerCPCy5.5 y dextrameros de MHC de clase
| complejados con sus respectivos péptidos de unién a H-2Kb, SIINFEKL (SEQ ID NO: 4) o TSYKFESV (SEQ ID NO:
5). EI MHC de clase |, dextramero SIINFEKL (SEQ ID NO: 4 ) se puede marcar con PE y el dextramero TSYKFESV
(SEQ ID NO: 5) con APC. Las células tefidas se pueden analizar mediante citometria de flujo en un sistema BD LSR
Il de BD Biosciences. Se pueden adquirir diez mil células T CD8+ por muestra.

Alternativamente, el nivel de respuesta de las células T CD8 se puede determinar mediante la toma de sangre de un
mamifero inmunizado, preferiblemente un ser humano, y la separacién de células mononucleares de la sangre
periférica (PBMC). Estos se pueden resuspender en medio de crecimiento que contiene 5 ug/ml de brefeldina A (BFA,
"GolgiPlug", BD Biosciences) con 1 pM de péptidos de ensayo, incluyendo péptidos contra epitopos
inmunodominantes de MVA (es decir, TSYKFESV; SEQ ID NO: 5) ("B8R") y péptidos derivados del neoantigeno
expresado. Las PBMC se pueden incubar entonces durante 5 h a 37°C en 5% de CO2, recolectar, resuspender en 3
ml de PBS frio/FCS al 10%/EDTA 2 mM y almacenar durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, las PBMC pueden
tefiirse con anticuerpos anti-CD8a-Pac-Blue (clon 53-6.7), anti-CD62L-PE-Cy7, anti-CD44-APC-Alexa 750 y anti-CD4-
PerCP-Cy5.5 (todos los anticuerpos de BD Biosciences). Las PBMC se pueden incubar con diluciones apropiadas de
los anticuerpos indicados durante 30 min a 4°C en la oscuridad. Después del lavado, las células se pueden fijar y
permeabilizar utilizando el kit Cytofix/CytopermTM Plus (BD Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después del lavado, las PBMC pueden tefiirse para interferon y (IFN-y) intracelular utilizando un anticuerpo
anti-I FN-y conjugado con FITC (BD Biosciences) diluido en tamp6n perm/lavado (BD Biosciences). Las células tefiidas
se pueden analizar mediante citometria de flujo.

Inmunizaciones con el MVA recombinante de la invencién pueden inducir una respuesta contundente de los
anticuerpos. Las respuestas de los anticuerpos se pueden medir por ELISA.

En el contexto de esta invencion, una "respuesta contundente de las células T CD8" significa un alto porcentaje de
células de T CD8 especificas para el neoantigeno que el porcentaje generado con la misma construccion de MVA que
contiene el promotor PrS (5'AAAAATTGAAATTTTATTTTTTTTTTTTGGAATATAA 3'; SEQ ID NO: 6) después de una
Unica inmunizacion. En algunas realizaciones, la respuesta de células T CD8 demuestra al menos 1,5 veces o 2 veces
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mas células T CD8 especificas para el neoantigeno que la generada con la misma construccion de MVA que contiene
el promotor PrS (SEQ ID NO: 6) después de una Unica inmunizacion.

En el contexto de esta invencion, una "respuesta contundente de anticuerpos” significa un titulo de anticuerpos que
es mayor que el titulo de anticuerpos obtenido con la misma construccion de MVA que contiene el promotor PrS (SEQ
ID NO: 6) después de una Unica inmunizacion. En algunas realizaciones, el titulo de anticuerpo es al menos 1,5 veces
0 2 veces mayor que el titulo de anticuerpos obtenido con la misma construccion de MVA que contiene el promotor
PrS (SEQ ID NO: 6) después de una unica inmunizacion.

El que un MVA recombinantes induzca una "respuesta contundente de células T CD8" o una "respuesta contundente
de anticuerpos" contra un neoantigeno se puede determinar tal como se describe en los ejemplos de esta memoria.
Por ejemplo, MVA13.5 corto y MVA13.5 largo inducen ambos una "respuesta contundente de células T CD8" tal como
se define en esta memoria. MVA13.5 largo induce una "respuesta contundente de anticuerpos" tal como se define en
esta memoria.

Aunqgue el método comprende preferiblemente una Unica administracién del vector, en algunas realizaciones, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, 0 mas inmunizaciones de un MVA recombinante se puede administrar al mamifero,
preferiblemente un ser humano.

En realizaciones preferidas, el antigeno codificado es un antigeno bacteriano, viral o de tumor. Preferiblemente, el
antigeno es un antigeno extrafo para el mamifero, incluyendo un ser humano.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Generacion de recombinantes de MVA

Células Hela se infectaron con MVA-BN a una MOI (multiplicidad de infeccién) de 10 (10 TCIDso por célula) y el ARN
total se prepard 2 y 8 horas después de la infeccion. Se generaron cebadores especificos para diversos ORF de MVA
y se utiliz6 RACE-PCR (kit FirstChoice® RLM-RACE, Life Technologies, Darmstadt, Alemania) para generar productos
de PCR representativos de los ARN de MVA que codifican estos ORF. Los productos de la PCR se secuenciaron para
identificar los sitios de inicio de la transcripcion. En base a esta informacion, se identificaron promotores para los ARN
que codifican estos ORF. Los promotores de MVA para los siguientes ORF se insertaron en construcciones de MVA
(Baur et al., Journal of Virology, Vol. 84 (17): 8743-8752 (2010)) para impulsar la expresion del gen de ovoalbdmina
(OVA): MVA13.5 (CVA022; WR 018), MVAO50L (E3L; WR 059), MVA022L (K1L; WR 032) y MVA170R (B3R; WR
185).

Ejemplo 2. Niveles de expresion de ARN dependientes del promotor in vitro

La infeccion de células Hela con virus recombinantes de MVA a una MOI de 10 se realiz6 utilizando la fijacion del virus
frio en hielo durante 1 h. Después de la fijacién, las células se lavaron y se recogio el punto de tiempo de cero horas
(0 h) o las células se incubaron a 37°C para la recogida de otros puntos de tiempo. Las muestras se recogieron a 0,5,
1,2, 4y 8 h p.i. Las células se homogeneizaron y se extrajo el ARN total. El ARN se digiri6 con ADNsa y el ADNc se
sintetiz6 utilizando cebado oligo(dT). Las preparaciones de ADNc resultantes se utilizaron como molde en una reaccion
gPCR basada en Tagman para la amplificacion simultdnea de ADNc de OVA y actina. Las muestras se procesaron en
un ciclador AB7500 de Applied Biosystem. Los resultados se muestran en la Figura 3.

Ejemplo 3. Niveles de expresion de proteinas dependientes del promotor in vitro

Células Hela se cultivaron en DMEM con FCS al 10%. Células HelLa se infectaron con una MOI de 10 (10 TCIDso por
célula) del virus MVA recombinante. Las células infectadas se recogieron a 1, 2, 4, 6, 8 y 24 h p.i., se fijaron y se
permeabilizaron. Para cada una de las muestras, la mitad de las células se tifieron para la proteina OVA utilizando un
anticuerpo OVA anti-pollo de conejo y la otra mitad se tifieron para antigenos MVA utilizando un anticuerpo policlonal
anti-VACV de conejo. Las muestras se analizaron utilizando un analizador de citometria de flujo FACS-Calibur (BD
Biosciences) y el software FlowdJo. Los resultados se muestran en la Figura 4.

Ejemplo 4. Inmunizaciones y sangrados de ratones
Se utilizaron grupos de ratones (C57/BI6) para el estudio. Cada uno de los grupos recibié un total de tres

inmunizaciones. Un grupo al que se inyecté PBS sirvié como control para las respuestas inmunes. Se extrajo sangre
a través de la vena de la cola para analizar las respuestas inmunitarias durante todo el estudio.
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Los ratones fueron inmunizados i.p. con 108 TCIDso de los respectivos virus MVA diluidos en PBS (300 pL, volumen
total) en las semanas 0, 4 y 8. Se realizaron sangrados para el andlisis de células T una semana después de cada
una de las inmunizaciones y se realizaron sangrados para el analisis de anticuerpos tres semanas después de cada
una de las inmunizaciones

Ejemplo 5. Tincidn de células T y deteccion de anticuerpos

Aproximadamente 100-120 pl de sangre por ratdn se recogié en tampén FACS/heparina. Las PBMC se prepararon
lisando eritrocitos con tampén de lisis RBC. Las PBMC se tifieron luego conjuntamente en una reaccién Unica para
células T CD8 especificas para OVA y B8R utilizando un anti-CD8a-FITC, CD44-PerCPCy5.5 y dextrameros de MHC
de clase | complejados con sus respectivos péptidos de union a H-2Kb, SIINFEKL (SEQ ID NO: 4) o TSYKFESV (SEQ
ID NO: 5). El dextramero SIINFEKL-MHC de clase | (SEQ ID NO: 4) se marc6 con PE y el dextramero TSYKFESV
(SEQ ID NO: 5) con APC. Las células tefnidas se analizaron por citometria de flujo en un sistema BD LSR Il de BD
Biosciences. Se adquirieron diez mil células T CD8+ por muestra. Los resultados se muestran en las Figuras 5-6.

Se preparé suero de sangre entera. Se realizaron ELISA para ovoalbimina y ELISA para MVA para detectar
anticuerpos especificos (kit Serazym de Seramun Diagnostika GmbH, Heidesee, Alemania). Los resultados se
muestran en la Figura 7.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> BAVARIAN NORDIC A/S

<120> PROMOTOR PR13.5 PARA RESPUESTAS CONTUNDENTES DE CELULAS T Y ANTICUERPOS

<130> BN83PCT

<150> 61/719,429
<151> 28-10-2012

<160>7

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1

<211> 44

<212> ADN

<213> virus de vaccinia

<400> 1

taaaaataga aactataatc atataatagt gtaggttggt agta 44

<210>2

<211> 123

<212> ADN

<213> virus de vaccinia

<400> 2

taaaaataga aactataatc atataatagt gtaggttggt agtattgctc ttgtgactag 60
agactttagt taggtactgt aaaaatagaa actataatca tataatagtg taggttggta 120
gta 123
<210> 3

<211> 273

<212> ADN

<213> virus de vaccinia

<400> 3

tagacgacat gatagagoag gtatccattg acgataatcg tttatcaaca ctaccgttag 60
aaattagaca tttgattttc tcgtacgcgt tcctataaaa atagaaacta taatcatata 120
atagtgtagg ttggtagtat tgctcttgrg actagagact ttagttaagg tactgraaaa 180
atagaaacta taatcatata atagtgtagg ttggtagtag ggtactcgtg atraarttta 240
ttgttaaact tgtccttaag tcttattaat atg 273
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<210> 4

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Péptido de OVA

<400> 4

<210>5

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Péptido de B8R

<400> 5

<210>6

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Promotor sintético

<400> 6

aaaaattgaa attttatttt ttitttttgg aatataa
<210>7

<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Promotor sintético

<400>7

aatttttaat atataa
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Ser Ile Ile Asn Phe Glu Lys Leu
1 5

':ll'hr ser Tyr Lys Phe Glu Ser val
5

37

16
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinante para uso en la induccion de una respuesta contundente
de células T CD8 contra un neoantigeno en un ser humano, que comprende administrar una 0 mas administraciones
de dicho virus de vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinante al ser humano;

en donde el MVA recombinante comprende un promotor Pr13.5 enlazado operativamente a una secuencia de
nucleétidos que codifica el neoantigeno,

en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 1 copia de una secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases
que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 1, y al menos 1 copia de una segunda secuencia de nucleétidos
de al menos 31 nucledtidos que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 1,y

en donde dicho promotor genera al menos 1,5 veces mas células T CD8 especificas para el neoantigeno que las que
se generan con una construccién de MVA correspondiente en la que el promotor ha sido reemplazado por el promotor
PrS definido por la SEQ ID NO: 6 después de una unica inmunizacion.

2. EIMVA para uso de la reivindicacién 1, en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 2 copias de una secuencia
de &cido nucleico de al menos 40 bases que tienen al menos 98% de identidad con SEQ ID NO: 1.

3. El MVA para uso de las reivindicaciones 1-2, en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 2 copias de una
secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases que tienen una identidad de 100% con SEQ ID NO: 1.

4. El MVA para uso de la reivindicacion 1, en donde el promotor Pr13.5 comprende 2 copias de una secuencia de
nucleétidos de al menos 40 nucledtidos que tiene una identidad de 100% con SEQ ID NO: 1.

5. EI MVA para uso de la reivindicacién 1, en donde el promotor Pr13.5 comprende los nuclettidos 15878-15755 en la
Figura 1.

6. Un virus de vaccinia Ankara modificado (MVA) recombinante que comprende un promotor Pr13.5 enlazado
operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica un neoantigeno,

en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 1 copia de una secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases
que tienen al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 1, y al menos 1 copia de una segunda secuencia de nucleétidos
de al menos 31 nucledtidos que tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID NO: 1,y

en donde dicho promotor genera al menos 1,5 veces mas células T CD8 especificas para el neoantigeno que las que
se generan con una construccién de MVA correspondiente en la que el promotor ha sido reemplazado por el promotor
PrS definido por SEQ ID NO: 6 después de una Unica inmunizacion.

7. El MVA recombinante de la reivindicacion 6, en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 2 copias de una
secuencia de 4cido nucleico de al menos 40 bases que tienen al menos un 98% de identidad con SEQ ID NO: 1.

8. El MVA recombinante de las reivindicaciones 6-7, en donde el promotor Pr13.5 comprende al menos 2 copias de
una secuencia de acido nucleico de al menos 40 bases que tienen una identidad de 100% con SEQ ID NO: 1.

9. El MVA recombinante de la reivindicacion 6, en donde el promotor Pr13.5 comprende 2 copias de una secuencia
de nucleétidos de al menos 40 nucledtidos que tiene una identidad de 100% con SEQ ID NO: 1.

10. EI MVA recombinante de la reivindicacion 6, en donde el promotor Pr13.5 comprende los nucle6tidos 15878-15755
en la Figura 1.
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gl 3EIEG6TI60410350.1 Coleccion de cultivo del virus Estromelia ATCC:VR-1431, genoma completo
gi3TIA035BIINGS2986.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP21, genoma completo
gl 37451 | BlING54985.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP20, genoma completo
gi373448076)/M654%84.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP19, genoma completo
gl ITH4ER4TIMNG54983.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP1T, genoma completo

7144 44982 1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP16, genoma completo
plITI44EI6TINGS4581.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP15, genoma completo
gi 373448 133ING54980.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP13, genoma completo
gl 3T3447801|IN65497% 1| Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP12, genoma completo
gl 3THATASINGSASTR 1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP11, genoma completo
gi3734474 1 4IN654%TT. ] Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP10, genoma completo
gi3T4TIT5INGS4976.1 Cepa del virus de vaccinia Dryvax clon DPP9, genoma completo
EA32554RE1 2HO420R98, | Cepa virus de viruela de la vaca Alemania_2002_MKY, genoma completo
gi323558595HO420897.1 Cepa virus de viruela de la vaca Alemania_1998_2, genoma completo
gl 3125558381 HO4208%6. 1 Cepa virus de viruela de la vaca Alemania_1990_2, genoma completo
pI3ISESRIGSIHOMINEYS. | Cepa virus de viruela de la vaca Alemania_1980_EP4, genoma completo
BI3Z535T51IHOME0ES4. ] Cepa virus de viruela de la vaca Francia_2001_Nancy, genoma completo
2l 167412463 EU4105304.1 Virus de vaccinia GLVY-1h68, genoma completo
Cepa del viruzs de vaccinia de Ankara virus de vaccinia coricalantoidea
Ankara (CVA), genoma codificante completo
Cepa de virus de vacciniaMVATGN33.1 Virus Ankara Modificado, genoma

completo
gill19352440001213%.1 Cepa de virus de vaccinia Lister clon VACV107, genoma completo

gil 2081963 DOMI9R15.1  Cepa de virus de vaccinia DUKE, genoma completo
j 7430[D0WR1219. 1 Cepa de virus de vaccinia AGR-MVA-572 secuencia pre-gendmica
gil 1560741 30963238, 1 Cepa de virus de vaccinia MVA-BN secuencia genomica
gil L1 560741 BIDQSEIZIT.] Cepa de virus de vaccinia MV A-5T2 secuencia gendmica
gil 11560741 TDO9RI236.1 Cepa de virus de vaccinia MWA-1721 secuencia gendmica
gill L118416TD0O 7925041 Aislado de virus de viruela del caballo MNR-76, genoma completo

gil [T IG4R D43 7549 1 Cepa de virus de variola Siria 1972 V70199, genoma colmpleto
gil 109T26279D04375491.1 Cepa de virus de variola Sumatra 1970 Wr0-222, genoma completo

gil (0872676043759 | Cepa de virus de variola Somalia 1977, genoma completo

Ell0STISETNDO43TIES ] Cepa de virus de variola Pakistan 1969 (Rafig Lahore), genoma completo
2il lOSTI56D04375RE. ] Cepa de virus de variola Hepal 1973, genoma completo

gil |97254630D0437T587.1  Cepa de virus de variola Iran 1972 2602 Tabriz, genoma completo
il 1972526 2D0437586.1 Cepa de virus de variola India 1964 7125 Vellore, genoma completo
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EIDETZE0SATIEETIRS | Cepa de wvirus de variola India 1964 7124 Vellore, genoma completo
pi 10 T24E5 4| 0043 7584, | Cepa de virus de variola Alemania 1958 Heidelberg, genomsa completo

gl DS 246500437563 | Cepa de virus de varicla Congo 1870, genoma completo

| 106724de SDOEITIRE] Cepa de virus de variola Cuerno de China 1348, genoma completo
eil 10972428 300437281, | Cepa de virus de variola Bangladesh 1875 v 75-350 Banu, genoma completo

gl IDFTZAGHDD43 7550 | Cepa de virus de varicla Afganiston 1370 Variclator 4, genoma completo

Sl P44 104 DO 448,
S BOR O DO 1 44 7 |

il 9 A BOGOS R4 | 44 6.

pif9d 4504 an| kL | 445 |

il S ARG5S ERk A e |
gl A EIAS D2 | 44 3 |

Cepa de virus de variola Yugoslavia 1572 VT2-164, genoma completo
Cepa de virus de variela Reino Unide 1352 Butler, genoma completo

Cepa de virus de variola Reino Unido 1847 Higgins | Staffordshirs),
genoma completo

Cepa de virus de variola Reino Unide 1345 Hinden (Middlesex), genocma

completo . : i
Cepa de virus de variocla Reino Unido 1946 Harvey, genoma completo

Cepa de virus de variola Tanzxanai 1863 kembula, genoma completo

94 4EERNS DM 41942 | Capa de virus de variola Sumatra 1970 V70-228, genoma completo

gil A ERAOR D d 1 44 . |
ail SRR O TICH 4 | 448, |
el S ARBIOMN DA | 430 |

Cepa de virus de variola Sudan 1347 {(Rumbec), genoma completo
Cepa de virus de variola Sudan 1347 (Juba), genoma completo
Cepa de virus de variocla Somalia 1977 (WiT-1803), genoma completo

EilJ44RROINCHATAIE| Cepa de virus de variola Somalia 1977 (W77-1252), genoma completo
A8 TERT I MA143 T | Cepa de virus de variola Sierra Leona 1963 [VE8-258), genoma completo

il 948 T ARSI A1 4345 |

Cepa de virus de variola Sudafrica 1965 (103 Twaal, Nelspruit}, genoma
completo

El94447484 00441435 | Cepa de virus de variola Sudafrica 1965 (102 Natal, Ingwavuma),
genoma completo

plM48T2 TRIN0M4: 434 | Cepa de virus de variola Niger 1363 (001, importacion de Nigeria), genoma
completo

w4 ATHTRRCE41433, |

G ABGR TIROEA1 432 |

A EEH T [OA41 43 ], 1

REG 4RO T [M234] 450, |

Cepa de virus de variola Kuwait 1967 [K1628), genoma completo

Cepa de virus de variola Corea 1847 (Lee, Mastersesed), genoma completo
Cepa de virus de variola Japon 1951 [Stillwell, Masterseed), genoma completo
Cepa de virus de variola Japon 1351 [Harper, Masterseed), genoma completo

LA MAR62ERI[H44] 429, | Cepa de virus de variola Japon 1348 [Yamada M5-2{&) Tokio),

genoma completo

Ll BedBE0GT|INI8 1498 | Cepa de virus de variola India 1353 (Mueva Deli), genoma completo

gl B4 RIRATI N4 427, 1 Cepa de virus de variola Indiz 1333 (Kali-Muthu-M30 Madras), genoma

completo
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P44 56 5 044 | 426,01 Cepa de virus de variola Guinea 1269 (M3}, genoma completo

ol P44854 37 [M44 | 425 | Cepa de virus de varicla Etiopia 1372 (Eth17 F-'.i:l-m—i‘ 2, Addis), genoma
completo

B85 54 44 14241 E;T lie;mvims de varicla Etiopia 1572 [Eth16 R14-1X-72, Addis), genoma

EM4RSDA D4 1433 1 Cepapde virus de variola Congo 9 1970 (v 74-227 Gispen), genoma complet

1| 934B4E 55| (M4 19321 Cana de virus de variola Bangladesh 1974 {Solaiman), genoma completo

ElR448403 V| DH44 142 1. iCepa de virus de variola Bangladesh 1974 {Shahzaman), genoma completo

294844 GHIMIAA 1 430.0 Cepa de virus de variola Bangladesh 1374 (nur islam), genoma completo

948 A2 5213044 1419.0 Cepa de virus de variola Brasil 1966 (v66-3% Sao Faulo), genoma completo

EiP44R203H M4 | 4181 Cepa de virus de varicla Botswana 1373 (v73-225), genoma completo

Cil94483R4TID0441417 ] Cepa de virus de variola Botswana 1372 (v72-143), genoma completo

pESASRIGA]|IMM4 1816, ] Cepa de virus de variola Benin, Dahomey, 1368 (v68-33), genoma completo

EUEG04 S IHMITI94. ] Cepa de virus de viruela del jerbille de 1a India Dahomey 1968, genoma completo

EU0GE0R I3 D0I3 7593, Cepa de virus de viruela de |a vaca Alemania $1-3, genoma completo

il IBI4ZE S A VI 13B47. | Cepa de virus de vaccinia Acambis clon 2M, genoma completo

37553435 AYI 138481 Cepa de virus de vaccinia Acambis clon 3,genoma completo

LIERSO0G [GIDDFTTHSE Cepa de virus de vaccinia 3737, genoma completo

LrAsUTIS6E A YAR4669 | Virus de viruela del conejo, genoma completo

[H4TUBRI 2614 YA03355.1 Cepa de virus de vaccinia Acambis 3000 Virus de Ankara Modificado
(W4}, genoma completo

23671 1341A YETRATS | Cepa de virus de vaccinia LC16mE, genoma completo
gl S6TNIGANAYETERIT.| Cepa de virus de vaccinia LC16mO, genoma completo
gl3GTII0HAYATEIT6.L Cepa de virus de vaceinia Lister, genoma completo

4820 [MAFS33165 1 Cepa de virus de viruela del camello M-36 de Kazakhstan, genoma completo

i|2282374RAFUI2825 2 Cepa de virus de Estromeliz Moscl, genoma completo
i 197 7920 A YOOS0RG | Cepa de virus de viruela del camello CHS, genoma completo

g2 TI2A61U04EAR | Cepa de virus de vaccinia Ankara, secuencia genomica completa
el PP IOE A Y243312 | Virus de vaceinia WR, genoma completo

ZISEISEEVIGTEL]  Wirus menor de varicla, genoma completo
EilBRF Tl | B340 1 Virus de variola Somaliz 1877, region variable izquierda

gilB227241L112338 | Virus de variola Garciz-1366, region prodima-terminal izquierda
piE25686I18337. 1  Virus de variola Congo-1965, region proxima-terminal izquierda
EE4SETSEINGR|SE 1 ADN del virus de variola, genoma completo

ERGREAANAFOYSEES | Virus de vaccinia (cepa Tian Tan), genoma completo

g6 ATIT | Virus mayor de variola (cepa Bangladech-1375, genoma completo
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Eil335621IM2ZEIZ 1 Virus de vaccinia genoma, extremo izquierda

13353 | FMA5027. | Wirus de vaccinia Copenhagen, genoms completo
R 3ZE330IHO42080% | Cepa del virus de viruela de la vaca Noruega_1334 MAN, genoma completo
EIATEF IS0 2HOLOTITT | Cepa del virus de viruela de la vaca Austria 1558, genoma completo
gl B SE PG OAZ0000 | Cepa del virus de viruela de la vaca RUZ000_KZ984, genoma completo
£ilJOT95) S8IAF4HZTSE 2 Cepa del virus de viruela de la vaca Brighton Red, genoma completo
gil32555 113 THQSI0%%3. | Cepa del virus de viruela de la vaca Finlandia_20{{_MAN, genoma completo
il SN0 1157,0 Cepa del virus de viruela del mono USA_20M3 034, genoma completo
£ilB4BODO0IT156.1 Cepa del virus de viruela del mono Liberia_1970_184, genoma completo
LS EsTIDOO11133.]  Cepa del virus de viruela del mono USA_2003 044, genoma completo
EILTORSRROGIAY T3 1831 Cepa del virus de viruela del mone COP-38, genoma completo
EilSEIAATHAYTHISS 1.1 Rislado del virus de viruela del menoe Sierra Leona, genoma completo
ST TAAYGIIOTLL Copa del virus de viruela del mono MPXV-WRAIRT-64, genoma completo
gil30319905X98355.2  Cepa del virus de viruela de la vaca GRI-30, genoma completo

gl 32 HEB00NHOEITIES | Cepa del virus de viruela del mono DM4L, inactivado, genoma completo
gil 32 MBS I HOESTEEY | Cepa del virus de viruela del mono V73-15, genoma completo

gl M0RT2625HMIT2544, ) Cepa del virus de viruela del mono Zaire 1373-1005, genoma completo

Eil 362369711 A Y7435, | Cepa del virus de viruela del mono Congo-8, parcial

ElRMTTINO01 1153, Cepa del virus de viruela del mono Zaire 1978 M3, genoma completo
EHGRHEEIORO01] 54,1 Cepa del virus de viruela del mono Congo_2003_358, genoma completo
pil 7529780 AFSEOL T8 Cepa del virus de viruela del mono Zzire-¥6-1-16, genoma completo
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