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DESCRIPCION
Composicion liofilizada de envuelta viral inactivada con actividad de fusién de membrana.
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a una composicion liofilizada usada para la introduccién de acido nucleico, proteina o
farmacos en células y organismos vivos, a un proceso para su produccion y a su uso.

TECNICA ANTECEDENTE

En los dltimos afios, se han desarrollado diversos sistemas de vectores virales y no virales (sintéticos) para introducir
materias extrafias tales como genes en células u organismos vivos. En general, para el suministro intracelular de genes,
los sistemas de vectores virales pueden introducir materias extrafias de forma mas eficaz que los sistemas de vectores
no virales. Sin embargo, los vectores virales pueden haber causado problemas debido a la expresion simultanea de
genes esenciales del virus parental, expresion con pérdidas de genes virales, capacidad inmundgena y modificacion de
la estructura del genoma del huésped. Aunque los vectores no virales son menos citotoxicos e inmundgenos, los
sistemas de vectores no virales tienen un problema ya que los vectores no virales no pueden introducir genes de forma
tan eficaz como algunos vectores virales, debido a que, en sistemas de vectores no virales, las materias extrafias son
captadas por las células por endocitosis.

Para superar este problema, se propuso un liposoma que tiene la actividad de fusion de membrana de virus Sendai
(virus hemaglutinante de Japéon: VHJ) llamado un vector hibrido, es decir un complejo VHJ-liposoma. La actividad de
fusién de membrana del virus permite la transferencia de genes intracelulares al interior de células y organismos vivos.
Esta técnica se usa frecuentemente en experimentos animales en todo el mundo (documento de patente 1 y
documentos no de patente 1y 2). El VHJ-liposoma se construye fusionando de forma preliminar VHJ inactivado por UV
(envuelta de VHJ inactivada) con un liposoma cargado con una proteina, una sustancia quimica o un gen. Sin embargo,
ademas de la preparacion de la envuelta de VHJ inactivada, se requieren etapas engorrosas tales como la preparacion
del liposoma y el aislamiento del VHJ-liposoma después de la fusion.

Por lo tanto, se propuso la encapsulacion directa de genes en una envuelta de VHJ inactivada (documento de patente
2). En este sistema, los genes a introducir en células se encapsulan en una envuelta de VHJ inactivada mediante
congelacion-descongelacion o tratamiento con tensioactivo en presencia del gen, y la envuelta se pone en contacto con
las células receptoras para introducir el gen a través de fusion de membrana. Este sistema de transferencia de genes
relativamente sencillo usando la envuelta de VHJ inactivada producible en masa se ha usado para la introduccion de
materias extrafias en células en muchos estudios.

Por otro lado, aunque la envuelta de VHJ inactivada puede crioconservarse (-70°C) en suspension sin perder su
capacidad de transferir genes, no hay ningin informe sobre su almacenamiento mediante liofilizacion, presumiblemente
debido a que la liofilizacién arruina la funcion o la estructura de la envuelta de VHJ inactivada que tiene actividad de
fusién de membrana. Sin embargo, se ha demandado una composicion liofilizada de la envuelta de VHJ inactivada que
pueda almacenarse a temperaturas mas altas con vistas al transporte y el almacenamiento.

Documento de Patente 1: Patente de Estados Unidos N° 5.631.237

Documento de Patente 2: WO01/57204

Documento no de Patente 1: Dzau, V. J. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 93, 11421-11425 (1996)
Documento no de Patente 2: Kaneda, Y. et al. Molecular Medicine Today, 5, 298-303 (1999)
DESCRIPCION DE LA INVENCION

PROBLEMAS QUE PRETENDE RESOLVER LA INVENCION

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencion proporcionar una composicion liofilizada de una envuelta viral
inactivada que tiene actividad de fusion de membrana que pueda ser almacenada a temperaturas mas altas sin perder
la capacidad de introducir materias extrafias. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método para
introducir una materia extrafia en una célula con alta eficacia.

MANERAS DE RESOLVER LOS PROBLEMAS

Los inventores de la presente invencion realizaron exhaustivos estudios en busca de maneras de liofilizar la envuelta
viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana y, como resultado, descubrieron que la adicién de
hidrolizados de proteinas y algunos aminoacidos ayuda a que la envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion
de membrana conserve su capacidad de introducir materias extrafias. Ademas, también descubrieron que la
disminucion de sales es eficaz para conservar la capacidad de la envuelta viral inactivada de introducir materias
extrafias en las células. La presente invencion se ha realizado en base a estos descubrimientos. También descubrieron
que estos tratamientos impiden de forma eficaz la pérdida de la actividad de fusién de membrana de la envuelta viral
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inactivada. Ademas, consiguieron un nuevo método de introduccion de materias extrafias usando una composicion
liofilizada de la envuelta viral inactivada resultante que tiene actividad de fusién de membrana.

Concretamente, la presente invencién proporciona:

1. Una composicion liofilizada que comprende una envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana,
y al menos un estabilizante seleccionado entre el grupo constituido por un hidrolizado de proteina, leucina, y un
polisacarido.

2. La composicion liofilizada de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la envuelta viral inactivada es una envuelta
viral inactivada de un virus de Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae y Flaviviridae.

3. La composicién liofilizada de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en la que el estabilizante es un hidrolizado de
proteina y un polisacarido.

4. La composicion liofilizada de acuerdo con una cualquiera de 1 a 3, que se prepara mediante un proceso que
comprende una etapa (1) de mezclar una suspension de la envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de
membrana y el estabilizante y una etapa (2) de liofilizar la mezcla obtenida en la etapa (1).

5. La composicion liofilizada de acuerdo con 4, en la que la concentracion de la envuelta viral inactivada en la mezcla
obtenida en la etapa (1) es tal que la DO es de 0,1 a 7,0.

6. La composicion liofilizada de acuerdo con 4 6 5, en la que la concentracion del hidrolizado de proteina, o leucina en la
mezcla obtenida en la etapa (1) es del 0,1 al 2,5%.

7. La composicion liofilizada de acuerdo con una cualquiera de 4 a 6, en la que la concentracion del polisacéarido en la
mezcla obtenida en la etapa (1) es del 0,05 al 0,5%.

8. La composicion liofilizada de acuerdo con una cualquiera de 4 a 7, en la que la concentracién de sal en la mezcla
obtenida en la etapa (1) es, como méximo, de 3 mM.

9. Un método de introduccidn de una materia extrafia en una célula o un organismo vivo, que comprende:

(1) una etapa de rehidratar una composicion liofilizada que contiene una envuelta viral inactivada que tiene
actividad de fusién de membrana con una mezcla que comprende la materia extrafia y agua, y

(2) una etapa de poner a la composicion obtenida en la etapa (1) en contacto con la célula o el organismo vivo.

10. El método de introduccion de una materia extrafia de acuerdo con 9, en el que la composicion liofilizada es la
composicion liofilizada como se define en una cualquiera de 1 a 8.

11. Un método de fusién celular que comprende:

(a) etapa de rehidratar una composicién liofilizada que contiene una envuelta viral inactivada que tiene
actividad de fusién de membrana; y

(b) etapa de mezclar la composicion obtenida en la etapa (a) con una suspensién de células que se van a
fusionar.

12. El método de fusion celular de acuerdo con 11, en el que la composicion liofilizada es la composicion liofilizada
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

EFECTOS DE LA INVENCION

Las envueltas virales inactivadas que tienen actividad de fusibn de membrana descritas hasta la fecha tienen que
almacenarse en un congelador (-20°C), preferiblemente en un congelador ultrafrio (-70°C o menos). Por ejemplo, la
envuelta de VHJ inactivada puede perder sustancialmente su capacidad de introducir materias extrafias durante
aproximadamente dos semanas de refrigeracién, y por lo tanto, es apenas almacenable en un lugar sin equipo de
congelacién o congelacion ultrafria y no puede soportar un largo periodo de transporte. La composicion liofilizada de una
envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusiébn de membrana de la presente invencion es almacenable a
temperatura ambiente (25°C o menos), facil de manejar y esta libre de restricciones sobre el lugar de uso o el
transporte. Ademas, el método de introduccién de una materia extrafia de la presente invencion mejora drasticamente la
eficacia de transferencia, es mas facil y tiene aplicaciones generalizadas tales como analisis de alto rendimiento.

MEJOR MODO DE REALIZAR LA INVENCION

En la presente invencién, “inactivacion”, cuando se refiere a los virus, significa inactivacion de genes, y un virus
inactivado ya no puede replicar sus genes y tiene una pérdida de su potencia de proliferacién e infectividad. La
inactivacion de virus se realiza mediante irradiacion con UV, irradiacidon con rayos radiactivos o tratamiento con un
agente alquilante, preferiblemente mediante irradiacién con UV o tratamiento con un agente alquilante, en términos
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especificos de acuerdo con el documento WO01/57204, en particular mediante el tratamiento con un agente alquilante.
Una envuelta viral esta constituida generalmente por pequefias estructuras similares a espiculas hechas de proteinas
espicula codificadas por el gen viral y una bicapa lipidica obtenida del huésped y no tiene potencia de proliferacion por
si misma. Las proteinas espicula que constituyen las pequefias espiculas contienen una proteina de fusion de
membrana que funciona para otorgar la actividad de fusién de membrana. En la presente invencién, “una envuelta viral
inactivada” significa de forma exhaustiva un virus inactivado y/o su envuelta. En la presente invencion, “una envuelta
viral inactivada que tiene actividad de fusién de membrana” significa una envuelta viral inactivada que tiene una proteina
de fusion de membrana funcional que tiene actividad de fusion de membrana.

Los virus que tienen una envuelta que contiene una proteina de fusién de membrana incluyen virus superiores de
Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae y Flaviviridae. Estos virus utilizan su actividad de
fusiébn de membrana para infectar a diversas células a través de la fusién con las membranas plasmaticas de las
células. En la presente invencién, puede usarse cualquier virus que muestre dicha propiedad. Por lo tanto, se prefiere
usar un virus de Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae o Flaviviridae, preferiblemente un
virus de Paramyxoviridae, de forma particularmente preferible VHJ (virus Sendai).

El cultivo de los virus mencionados anteriormente se describe en el documento “Protocols for Virus Experiments: 1995
publicado por Medical View Co., Ltd.” Por ejemplo, puede hacerse proliferar al virus Sendai de la familia
Paramyxoviridae en huevos de gallina fertilizados o mediante infeccién persistente en cultivos de tejido o de células de
mamifero (que contienen un hidrolizado tal como tripsina).

Para la preparacién de la envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana, estan disponibles
ultracentrifugado, aislamiento mediante cromatografia en columna, reconstitucion y similares. El aislamiento se realiza
preferiblemente mediante cromatografia i6nica, especificamente como se describe en el Ejemplo 1 (1) y los Ejemplos 7
(1) a (5) del documento WO03/014338.

En el caso del aislamiento mediante cromatografia idnica, la envuelta viral inactivada se eluye con una solucién tampén
de cromatografia iénica, y a continuacion se concentra, por ejemplo, mediante didlisis por medio de un mdédulo de filtro
de flujo tangencial (FFT) repetidamente para dar una suspension de la envuelta viral inactivada que tendrd una
concentracion que corresponde a una DO (turbidez a 558 nm, a menos que se indique otra cosa) de 0,1 a 7,0,
preferiblemente de 0,25 a 5,0, de forma particularmente preferible de 0,3 a 2,5, después de mezclarla con un
estabilizante en la etapa posterior. La concentracion final de sales tales como el agente tamponante y NaCl en la mezcla
de la suspension de la envuelta viral inactivada con el estabilizante se ajusta a, como maximo, 3 mM, preferiblemente
como maximo 1 mM, de forma particularmente preferible como maximo 0,3 mM.

Cuando la envuelta viral inactivada se prepara mediante ultracentrifugado o reconstitucién, la concentraciéon de sal final
se ajusta a, como maximo, 3 mM, preferiblemente como maximo 1 mM, de forma particularmente preferible como
méaximo 0,3 mM.

En la presente invencion, el hidrolizado de proteina que se usara como estabilizante puede ser polipeptona,
bactopeptona, bactotriptona o un hidrolizado acido de caseina, preferiblemente polipeptona, bactopeptona o un
hidrolizado &cido de caseina, de forma particularmente preferible polipeptona o bactopeptona. El aminoacido que se
usard como estabilizante puede ser L-leucina. Para disolver el hidrolizado de proteina o leucina, se usa un disolvente tal
como agua destilada, agua de ultrafiltracién (UF) o una solucidn tampédn, preferiblemente agua destilada o agua UF. El
hidrolizado de proteina o leucina se afiade a una concentraciéon del 0,1% al 2,5%, preferiblemente del 0,2% al 1,5% a
una suspension de la envuelta viral inactivada antes de la liofilizacion.

En la presente invencidn, el polisacarido que se utilizara como estabilizante puede ser, por ejemplo, metilcelulosa, f3-
glucano, pectina, agarosa, dextrina o dextrano, preferiblemente metilcelulosa. Para disolver el polisacarido, se usa un
disolvente tal como agua destilada, agua UF o una solucién tampon, preferiblemente agua destilada o agua UF. El
polisacarido se afiade a una concentracion del 0,05% al 0,5%, preferiblemente del 0,1% al 0,2% a la suspension de la
envuelta viral inactivada antes de la liofilizacion. La adicién de un polisacarido hace a la composicion liofilizada
resultante mas facil de manejar suprimiendo la pulverizacién. Un efecto anti-pulverizacion similar puede conseguirse
mediante adicion de trehalosa.

Pueden usarse uno o mas estabilizantes seleccionados entre el grupo constituido por hidrolizados de proteina,
amino&cidos y polisacaridos en solitario 0 en combinacion de dos o més. Se prefiere el uso combinado de un hidrolizado
de proteina con un polisacarido o el uso combinado de un aminoacido con un polisacarido. Se prefiere particularmente
el uso combinado de un hidrolizado de proteina con un polisacarido, especificamente el uso combinado de polipeptona
o bactopeptona y metilcelulosa.

La composicion liofilizada de la presente invencion se prepara, por ejemplo, afiadiendo un hidrolizado de proteina, un
aminoécido o un polisacéarido a una concentracioén predeterminada, y opcionalmente afiadiendo un agente de ajuste del
pH conocido, un agente de isotonicidad conocido, un estabilizante conocido o un conservante conocido, a la envuelta
viral que tiene actividad de fusién de membrana preparada como se ha descrito anteriormente. El hidrolizado de
proteina, el aminoacido o el polisacarido puede disolverse en los disolventes acuosos mencionados anteriormente
respectivamente afiadidos antes a concentraciones predeterminadas a la envuelta viral que tiene actividad de fusion de
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membrana. La mezcla resultante se liofiliza mediante métodos ordinarios. Para la liofilizacion, puede usarse un método
conocido tal como liofilizacién en placas, liofilizacion por aspersion o liofilizacién en viales en condiciones usadas de
forma ordinaria.

La composicion liofilizada de una envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusibn de membrana abarca lo
siguiente.

(A) Una composicién liofilizada para introducir una materia extrafia, que comprende una envuelta viral
inactivada que tiene actividad de fusién de membrana, y al menos un estabilizante seleccionado entre el grupo
constituido por un hidrolizado de proteina, leucina y un polisacarido, que se prepara mediante un proceso que
comprende una etapa (1) de mezclar una suspension de la envuelta viral inactivada que tiene actividad de
fusion de membrana y el estabilizante; y

una etapa (2) de liofilizar la mezcla obtenida en la etapa (1);

(B) La composicion liofilizada de acuerdo con (A), en la que la concentracion de la envuelta viral inactivada en
la mezcla obtenida en la etapa (A)(1) corresponde a una DO (Densidad Optica) de 0,1 a 7,0, y la concentracion
del hidrolizado de proteina en la mezcla obtenida en la etapa (A)(1) es del 0,1% al 2,5%;

(C) La composicion liofilizada de acuerdo con (A), en la que la concentracion de la envuelta viral inactivada en
la mezcla obtenida en la etapa (A)(1) corresponde a una DO de 0,1 a 7,0, y la concentracion del polisacérido
en la mezcla obtenida en la etapa (A)(1) es del 0,05 al 0,5%;

(D) La composicion liofilizada de acuerdo con (A), en la que la concentracion de la envuelta viral inactivada en
la mezcla obtenida en la etapa (A)(1) corresponde a una DO de 0,1 a 7,0, la concentracion del hidrolizado de
proteina en la mezcla obtenida en la etapa (A)(1) es del 0,1% al 2,5%, y la concentracion del polisacarido en la
mezcla obtenida en la etapa (A)(1) es del 0,05 al 0,5%; y

(E) La composicién liofilizada de acuerdo con una cualquiera de (A) a (D), en la que la concentracion de sal en
la mezcla obtenida en la etapa (1) es de, como maximo, 3 mM.

La composicion liofilizada de la presente invencion puede usarse para preparar un vector de transferencia cargando una
materia extrafia en una envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana. El vector de transferencia
para introducir una materia extrafia se afiade o se administra a células o un organismo vivo para introducir la materia
extrafia. Se descubrié que la rehidratacién esta disponible como nuevo método de preparacion del vector para introducir
una materia extrana.

La rehidratacidon no usa tensioactivo alguno de los que son convencionalmente necesarios, y una composicion liofilizada
que contiene una envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusibn de membrana se rehidrata, por ejemplo,
mezclandola con una solucién o suspensién acuosa de una materia extrafia. La materia extrafia puede introducirse
afiadiendo o administrando la composicion liofilizada rehidratada inmediatamente después de la rehidratacion,
preferiblemente después de 0 a 10 minutos de incubacion a de 0°C a 25°C. En el caso de un gran nimero de muestras,
la incubacién puede prolongarse durante otro par de horas. Las concentraciones y la proporcion de mezclado pueden
seleccionarse arbitrariamente sin restriccion particular alguna. La concentracion de la envuelta viral inactivada que tiene
actividad de fusién de membrana corresponde a una DO de 0,05 a 5,0, preferiblemente una DO de 0,05 a 2,0, de forma
particularmente preferible una DO de 1,0 a 2,0. Por ejemplo, cuando la materia extrafia es ADN, su concentracion es de
0,02 a 40 g/ul, preferiblemente de 0,2 a 10 g/ul. La envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana
después del envejecimiento porta la materia extrafia y sirve como vector para introducir la materia extrafia. Este método
es bastante diferente del método de liofilizacion que comprende congelacion y descongelacion repetitiva.

Es posible preparar un vector para introducir una materia extrafia de la composicion liofilizada de la presente invencion
mediante un método convencional usando tensioactivos. En el método del tensioactivo, la composicién liofilizada se
rehidrata con PBS (-) (solucién salina tamponada con fosfato) o un medio de transferencia de genes que con contiene la
materia extrafia a introducir para preparar una suspension que contiene la envuelta viral inactivada a una concentracion
que corresponde a una DO de 0,1 a 1,0, y a continuacién la suspension se mezcla con una soluciéon o suspension
acuosa de la materia extrafia a introducir. A la mezcla resultante, se le aflade un tensioactivo tal como Triton X-100 a
una concentracion del 0,001% al 0,5%, preferiblemente del 0,05% al 0,3%, y se deja reposar a la mezcla resultante
durante de varios segundos a varias horas, preferiblemente de 3 a 10 minutos, a una temperatura baja, preferiblemente
a de 0°C a 25°C, de forma particularmente preferible a de 0°C a 4°C. A continuacidn, el tensioactivo se retira mediante
centrifugado para obtener un vector para introducir una materia extrafia.

En la presente invencion, la materia extrafia a introducir en las células o un organismo vivo es habitualmente un farmaco
0 un gen, aunque no existen restricciones particulares. Los ejemplos especificos incluyen antibidticos, farmacos
quimioterapéuticos, farmacos antialérgicos, farmacos cardiovasculares, farmacos anti-inflamatorios, farmacos
antirreumaticos, hormonas, vitaminas, farmacos antineoplasicos, medios de ribo-contraste, medios de contraste de
resonancia magnética, proteinas y acidos nucleicos biolégicamente activos. Especificamente, cuando se usa un acido
nucleico, éste puede seleccionarse entre un acido nucleico que codifica una proteina de interés que puede expresar la
proteina de interés en células, una ribozima, un nucleétido antisentido, un ADN que expresa un ARN que induce una
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interferencia de ARN, un ARN interferente pequefio, un gen suicida y un gen inductor de apoptosis y similares. Es
posible construir un vector para introducir materias extrafias que porte una de estas materias extrafias o dos 0 mas de
ellas. Como materia extrafia, es preferible un acido nucleico, particularmente un acido nucleico que codifica una proteina
de interés que puede expresar la proteina de interés en células.

Cuando se usa sulfato de protamina para la introducciéon de una materia extrafia tal como un acido nucleico en células o
un organismo vivo, la mezcla del acido nucleico y la envuelta viral inactivada se diluye con PBS(-) o un medio de
transferencia de genes a una concentracion de acido nucleico de, como maximo, 0,1 g/ul después de la incubacion,
para impedir que el acido nucleico co-precipite con el sulfato de protamina afiadido mas tarde. La solucion resultante se
aflade a células cultivadas directamente o después de la adicién de sulfato de protamina. El sulfato de protamina se
afiade a una concentracion de 1 ug/ml a 100 pg/ml, preferiblemente de 10 pug/ml a 50 pg/ml. Cuando no se usa sulfato
de protamina, la operacién anterior no es necesaria.

En la presente invencion, las células como diana para la introduccion de la materia extrafia son células eucariotas,
especialmente células animales, y pueden ser células adherentes o células en suspension. Esto es aplicable a una
amplia variedad de lineas celulares incluyendo células diana generalmente dificiles tales como células de cultivo
primario, células madre, fibroblastos y macrofagos. El vector para introducir materias extrafias se afiade a un cultivo de
estas células y se pone en contacto con ellas. El vector para introducir materias extrafias de la presente invencion
puede administrarse in vivo o de forma sistémica, concretamente a través de una via apropiada para la enfermedad a
tratar, el érgano diana o similares, por ejemplo, por via intravenosa, por via intraarterial, por via subcutanea o por via
intramuscular, o directamente a una region afectada por la enfermedad tal como el rifién, el higado, el pulmon, el
cerebro o el nervio. La administracion directa a regiones afectadas por la enfermedad permite una terapia especifica de
organos. En condiciones de cultivo celular ordinarias o condiciones de alimentacion, la materia extrafia se introduce en
células cierto tiempo después de la adicion o administracion del vector. Esta puede administrarse ex vivo mediante
cualquier método ordinario recogiendo células de mamifero (tales como linfocitos o células madre hematopoyéticas) y
sensibilizadndolas con el vector para introducir materias extrafias de la presente invencién y a continuacion devolviendo
las células al cuerpo del mamifero.

Las células como diana de la fusién celular son células animales, preferiblemente células de mamifero, tales como
inmunocitos, células de médula 6sea, células dendriticas, células sanguineas, células madre embrionarias, células
madre tisulares, células neuronales, células gliales, células de pituitaria, hepatocitos, células pancreaticas, células
renales, cardiomiocitos, células musculares, osteoblastos, condrocitos, adipocitos, células endoteliales vasculares,
fibroblastos o células cancerosas tales como células de mieloma, células Hela, células CHO y células COS. La fusion
celular de estas células puede realizarse entre diferentes tipos de células, por ejemplo, inmunocitos y células
cancerosas. Ademas, la composicion liofilizada de la presente invencién puede usarse para la sustitucion o fusion
nuclear entre micronucleos y las células diana.

En la presente invencion, cuando las células diana se fusionan, la densidad celular es de 1x10* células/ml a 1x10"
células/ml, preferiblemente de 1x10° células/ml a 1x10° células/ml, y la concentracion de Ca es de 0,1 a 10 mM,
preferiblemente de 1 a 5 mM.

A continuacion, la presente invencion se describird en referencia a Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos especificos
son simples realizaciones que ilustran y no definen ni restringen en absoluto el alcance de la invencion descrito en la
presente solicitud. Debe entenderse que la presente invencién abarca diversas realizaciones basadas en el concepto
descrito en la solicitud.

EJEMPLOS
(EJEMPLO 1)

120 ul de una envuelta de VHJ inactivada, GenomOne (marca registrada, Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.) (DO: 0,25,
cantidad: 6000 Unidades de Hemaglutinacién) se colocaron en viales y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 30
minutos, y los sobrenadantes se retiraron. Los precipitados resultantes se lavaron suspendiéndolos en 40 ul de agua
destilada, centrifugando las suspensiones de nuevo a 10.000 rpm durante 30 minutos y retirando los sobrenadantes.
Los precipitados se suspendieron en 60 ul de una solucién de polipeptona al 0,2% en agua destilada (Muestra 1, y en lo
sucesivo en este documento se realizaran referencias similares), una solucién de manitol al 0,2% en agua destilada
(Muestra 2), una solucion de metilcelulosa al 0,2% en agua destilada (Muestra 3) o una solucion de trehalosa al 0,2% en
agua destilada (Muestra 4), y las suspensiones se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido.

Las Muestras congeladas 1 a 4 se liofilizaron en un vacio de, como maximo, 0,1 mm de Hg a una temperatura de la
trampa de, como méaximo, -70°C durante 5 horas en un desecador de vacio con control de la temperatura empapandolo
en un bafo refrigerador ajustado a -15°C. Se realizd un secado secundario durante otra hora a una temperatura méas
alta del bafio de refrigeracién de 4°C. Se introdujo nitrégeno liquido en la cadmara de vacio para romper el vacio, y a
continuacion, los viales se sellaron. De este modo, se obtuvieron muestras de composiciones liofilizadas.

Las muestras liofilizadas en ausencia de metilcelulosa o trehalosa formaron nubes, probablemente de forma
electrostatica, después de sellar o abrir los viales, y debian ser manejadas cuidadosamente. La adicion de metilcelulosa
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o trehalosa suprimié dicha pulverizacion.
(EJEMPLO 2)

A partir de porciones de 120 ul de GenomOne (marca registrada, Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.) (DO: 0,25, cantidad:
6000 Unidades de Hemaglutinacién), se prepararon precipitados de la misma manera que en el Ejemplo 1. Los
precipitados se suspendieron en 60 ul de una solucién de polipeptona al 0,5% en agua destilada (Muestra 5, y en lo
sucesivo en este documento se realizaran referencias similares), una solucién de polipeptona al 0,5% y metilcelulosa al
0,1% en agua destilada (Muestra 6), una soluciéon de polipeptona al 1,0% y metilcelulosa al 0,1% en agua destilada
(Muestra 7), una solucion de polipeptona al 1,5% y metilcelulosa al 0,1% en agua destilada (Muestra 8) o una solucién
de polipeptona al 2,5% y metilcelulosa al 0,1% en agua destilada (Muestra 9), y las suspensiones se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido.

A partir de la etapa posterior, se sigui6 el Ejemplo 1 para obtener las Muestras 5 a 9 de composiciones liofilizadas.
(EJEMPLO 3)

A partir de porciones de 120 ul de GenomOne (marca registrada, Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.) (DO: 0,25, cantidad:
6000 Unidades de Hemaglutinacion), se prepararon precipitados de la misma manera que en el Ejemplo 1. Los
precipitados se suspendieron en 60 ul de una solucién de polipeptona al 1,0% en agua destilada (Muestra 10, y en lo
sucesivo en este documento se realizaran referencias similares), una solucion de bactopeptona al 1,0% en agua
destilada (Muestra 11), una solucién de bactotriptona al 1,0% en agua destilada (Muestra 12), un hidrolizado acido de
caseina al 1,0% en agua destilada (Muestra 13), una solucion de L-leucina al 0,3% en agua destilada (Muestra 14), una
solucién de B-alanina al 1,0% en agua destilada (Muestra 15), un monoclorhidrato de L-arginina al 0,3% en agua
destilada (Muestra 16) o una solucién de acido L-aspartico al 1,0% en agua destilada (Muestra 17), conteniendo cada
una metilcelulosa al 0,1%, y se congelaron rdpidamente en nitrégeno liquido. A partir de la etapa posterior, se siguio el
Ejemplo 1 para obtener las Muestras 10-17 de composiciones liofilizadas.

(EJEMPLO 4) (Preparacion de pCMV-GL3)

El ADN plasmidico del vector pGL3-CONTROL VECTOR (Promega Co.) que codifica una proteina luciferasa de
luciérnaga modificada se escindi6 con Hind Il y Xba | y se someti6 a electroforesis (agarosa al 1%), y el fragmento que
contenia luciferasa se aisl6 por medio del sistema de extraccion Gel-M Extraction System (VIOGENE Inc.).
Anélogamente, el vector PcCDNA 3.1(+) que contenia el promotor de CMV (Invitrogene Co.) se escindio, y se aislé un
fragmento que contenia la region del promotor de CMV. Los dos fragmentos se ligaron por medio del kit DNA Ligation
Kit (TaKaRa Bio Inc.) y se transformaron en E. coli (DH5a) (45°C, 45 minutos). Se seleccionaron las células resistentes
a ampicilina que contenian el ADN plasmidico de pCMV-GL3 que expresaban luciferasa bajo el control del promotor del
CMV.

Las células seleccionadas se incubaron en medio LB (que contenia ampicilina), y el cultivo celular se purificd por medio
del kit EndoFree Plasmid Giga Kit (QIAGEN Inc.). El producto de purificacion se disolvié en tamp6n TE para dar una
solucién de pCMV-GL3/TE.

(EJEMPLO 5) (Transferencia de genes convencional)

Cada una de las Muestras 1 a 17 de composiciones liofilizadas obtenidas en los Ejemplos 1 a 3 se dispers6 en 120 pl
de un tampén (PBS(-)), y se dispensaron 20 ul de cada dispersion en un tubo eppendorf y se centrifugaron a 10.000
durante 5 minutos. Los sobrenadantes se retiraron, y los precipitados se suspendieron en 5 ul de PBS(-). Después de la
adicion de 5 pl de 4 pg/ul de pGL3/TE y 1ul de Triton X-100/PBS(-) al 2%, las suspensiones se centrifugaron a 10.000
durante 5 minutos. Los sobrenadantes se retiraron, y los precipitados se suspendieron en 15 ul de PBS(-). Después de
la adicion de 2,5 ul de 10 mg/ml de sulfato de protamina/PBS(-), las suspensiones se afiadieron a un cultivo de células
HelLa S3 (placa de 24 pocillos, 6x10* células/placa, 0,5 ml de DMEM, FCS al 10%), y el cultivo celular se incub6 a 37°C
en CO; al 5% durante 24 horas.

Después incubacion, el medio de cultivo se retird, y se afiadieron 100 ul de PBS(-). Se afiadieron 100 ul de Solucion de
Sustrato Liofilizada de un kit de ensayo de luciferasa Luclite (Perkin Elmer Inc.) para lisar las células, y las actividades
de luciferasa (intensidades de fluorescencia) se midieron por medio del lector de
fluorescencia/luminiscencia/absorbancia multi-funcion GENios (TECAN). Los resultados del ensayo se muestran en la
Tabla 1.

(EJEMPLO 6) (Preparacion de composiciones liofilizadas de una envuelta de virus VHJ inactivada que tiene actividad de
fusion de membrana)

Para la preparacion de una envuelta de virus VHJ inactivada que se usard, se siguieron los procedimientos en el
Ejemplo 1(1) y el Ejemplo 7(1) a (4) del documento W0O03/014338 hasta que se obtuvo la suspension de la envuelta de
VHJ inactivada después del intercambio de tampén. En pocas palabras, se hizo proliferar a VHJ en huevos de gallina
fertilizados, se inactivdo mediante tratamiento con [-propiolactona, a continuacién se pretrataron (filtracion), se
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concentraron y se sometieron a cromatografia en columna (Q Sepharose FF) para recoger 10 | de una fraccién de
columna que contenia la envuelta de VHJ inactivada. La fraccién de columna se concentré a 100 ml a través de un
maodulo de filtro de flujo tangencial (FFT). Se combinaron 100 ml del concentrado con 100 ml de un tampdén (Tris-HCI 20
mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, MgCI2 1 mM) y se concentraron adicionalmente a 100 ml. Esta operacion (intercambio de
tampon) se realiz6 dos veces.

La suspension de la envuelta de VHJ inactivada obtenida después del intercambio de tampén se diluyé con agua
esterilizada a 500 ml y se concentr6 a 100 ml a través del moédulo de FFT. La diluciéon con agua esterilizada y la
concentracion con FFT se repitieron cinco veces para obtener 60 ml de un concentrado. Al concentrado, se le afiadieron
25 ml de una solucién acuosa esterilizada que contenia polipeptona al 4,0% y metilcelulosa al 0,4%. La concentracion
de la suspensién de envuelta de VHJ inactivada resultante que contenia estabilizantes correspondia a una DO de 0,6.
Después de la concentracion, la concentracién de tamp6n se habia reducido a 0,03 mM o menos. La suspension se
disperso en alicuotas de 65 pl en tubos con tapén de rosca de 1,5 ml y se congel6 rapidamente en nitrégeno liquido. La
suspension de envuelta de VHJ inactivada congelada se liofiliz6 en un vacio de, como méaximo, 0,1 mm de Hg a una
temperatura de la trampa de, como méaximo, -70°C durante 15 horas en una camara de vacio ajustada a -15°C. Se
realiz6 un secado secundario durante otra hora a una mayor temperatura de la camara de vacio de 4°C. Se introdujo
nitrégeno liquido en la cAmara de vacio para romper el vacio, y los tubos se sellaron.

(EJEMPLO 7) Transferencia de genes mediante rehidratacion

La composicion liofilizada de la envuelta de VHJ inactivada (producto liofilizado) obtenida en el Ejemplo 6 se dispersé en
30 ul de solucion a 4 pg/ul de pCMV-GL3/TE, 120 pul de solucién a 1 ug/ul de pGL3/TE o0 480 pl de solucién a 0,25 pg/ul
de pGL3/TE preparada de acuerdo con el Ejemplo 4 y que se dejo reposar en hielo durante 5 minutos. Se afadieron
450 pl 0 360 pl de un tampon (PBS(-)) a un volumen total de 480 ul, y se afadieron los 15 ul de 10 mg/ml de sulfato de
protamina/PBS(-). Las soluciones resultantes se inocularon en alicuotas de 40 ul en un cultivo de células CHO-K1
(Células de ovario de hamster chino, ATCC N° CCL-61, adquiridas de Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.) en una placa
de 24 pocillos (2,5x104 células/pocillo, F12 de Ham + FCS al 10% 0,5 ml/pocillo, incubadas a 37°C en CO- al 5%
durante una noche) y se incubaron a 37°C en CO; al 5% durante 24 horas.

El medio de cultivo se retird, y se afiadieron 125 pl de PBS(+). Las células se lisaron con 125 pl Solucién de Sustrato de
un kit de ensayo de luciferasa Luclite (Perkin Elmer Inc.). Las actividades de luciferasa (intensidades de fluorescencia)
en 50 pl de los lisados celulares se midieron por medio de un contador MICROPLATE SCINTILLATION &
LUMINESCENCE COUNTER, Topcount (PACKARD).

Para comparar, se realiz6 un experimento con un vector de envuelta de VHJ inactivada preparado mediante un método
convencional usando un tensioactivo. 40 ul de una suspension de envuelta de VHJ inactivada (denominada como un
producto convencional) de acuerdo con el Ejemplo 1(1) y el Ejemplo 7(1) a (5) del documento W0O03/013348
(equivalente en cantidad a 1/3 de la envuelta de VHJ inactivada en el producto liofilizado obtenido en el Ejemplo 6) se
colocaron en un microtubos de 1,5 ml y se centrifugaron a 10.000 durante 5 minutos.

El sobrenadante se retird, y el precipitado se suspendié con 10 ul de PBS(-). Después de la adicién de 10 ul de 4 pg/ul
de pCMV-GL3/TE y 2 ul de Triton X-100/PBS(-) al 2%, la suspension se centrifugd a 10.000 durante 5 minutos. El
sobrenadante se retird, y el precipitado se suspendié con 30 ul de PBS(-), y a continuacion se mezclé con 5 ul de 10
mg/ml de sulfato de protamina/PBS(-). Se inocularon 8 ul de la suspension resultante en un cultivo de células CHO-K1 y
se incubaron durante 24 horas. A continuacion, la actividad de luciferasa se midié como se ha descrito anteriormente.

Los resultados se muestran en la Tabla 2 (promedios por triplicado). Las composiciones liofilizadas de la presente
invencion (denominadas como productos liofilizados en la Tabla 2) dispersadas en una solucion de un gen extrafio,
transferian el gen extrafio aproximadamente con 10 veces mas eficacia que la envuelta de VHJ inactivada tratada con
tensioactivo que encapsula al gen extrafio preparada mediante un método convencional (denominada como producto
convencional en la Tabla 2).

(EJEMPLO 8) (Preparacion de una composicion liofilizada de una envuelta de VHJ inactivada que tiene actividad de
fusion de membrana)

Para la preparacion de una envuelta de virus VHJ inactivada que se usara, se siguieron los procedimientos en el
Ejemplo 1(1) y el Ejemplo 7(1) a (4) del documento W0O03/014338 hasta que se obtuvo la suspensién de envuelta de
VHJ inactivada después del intercambio de tampdn. En pocas palabras, se hizo proliferar a VHJ en huevos de gallina
fertilizados, se inactivaron mediante tratamiento con [B-propiolactona, y a continuacion se pretrataron (filtracion), se
concentraron y se sometieron a cromatografia en columna (Q Sepharose FF) para recoger 5 | de una fraccion de
columna que contenia la envuelta de VHJ inactivada. La fraccion de columna se concentr6 a 200 ml a través de un
madulo de filtro de flujo tangencial (FFT). 200 ml del concentrado se combinaron con 200 ml de un tampén (Tris-HCI 20
mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, MgCI2 1 mM) y se concentraron adicionalmente a 200 ml. Esta operacién (intercambio de
tampon) se realiz6 dos veces, y la suspension resultante se filtré usando un filtro MILLIPAK 200 (0,45 um, Millipore Co.).

La suspension de envuelta de VHJ inactivada obtenida después del intercambio de tampén se diluyd con agua
esterilizada a 600 ml y se concentrd6 a 200 ml a través del modulo de FFT. La diluciéon con agua esterilizada y la
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concentracion con FFT se repitieron ocho veces para obtener 100 ml de un concentrado. Al concentrado, se le
afiadieron 26 ml de una soluciéon acuosa esterilizada que contenia polipeptona al 5,0% y metilcelulosa al 0,5%. La
concentracién de la suspension de envuelta de VHJ inactivada resultante que contenia estabilizantes correspondia a
una DO de 0,6. Después de la concentracion, la concentracion de tampon se habia reducido a 0,03 mM o menos. La
suspension se dispersé en alicuotas de 210 pul en tubos con tapon de rosca de 1,5 ml y se congel6 rapidamente en
nitrégeno liquido. La suspension de envuelta de VHJ inactivada congelada se liofilizé en un vacio de, como maximo, 0,1
mm de Hg a una temperatura de la trampa de, como maximo, -70°C durante 15 horas en una camara de vacio ajustada
a -5°C. Se realiz6 un secado secundario durante otra hora a una mayor temperatura de la camara de vacio de 5°C. Se
introdujo nitrégeno liquido en la camara de vacio para romper el vacio, y los tubos se sellaron.

(EJEMPLO 9) (Ensayo de fusién celular)

Se ensayaron las actividades de fusién celular de una suspension de envuelta de VHJ inactivada preparada a partir de
la composicién liofilizada de la presente invencion obtenida de acuerdo con el Ejemplo 8 y, como ejemplo comparativo,
una envuelta de VHJ inactivada crioconservada obtenida de acuerdo con el Ejemplo 1 del documento WO03/013348.
Las actividades de fusion celular se ensayaron de acuerdo con el documento de K. Hiraoka et al. (The Journal of
Immunology, vol. 173, pags. 4297-4307). Concretamente, una linea celular de rifion de cria de hamster sirio BHK-21
(adquirida de Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.) tefiida con un kit de tincién fluorescente PKH26 (SIGMA-Aldrich Inc.,
N° PKH-26-GL, fluorescencia roja) o PKH67 (SIGMA-Aldrich Inc., N° PKH-67-GL, fluorescencia verde) se suspendio en
un tampoén de fusion celular (Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), NaCl 137 mM, KCI 5,5 mM, CaCl, 2 mM) a 8x10° células/ml. 25
ul de las suspensiones de células tefiidas con ambos tintes se mezclaron en un microtubos de 2 ml. La mezcla
resultante se mezcld con 3 ul de suspensiones de envuelta de VHJ inactivada a concentraciones dadas (DO 560 nm) en
un tampén (PBS(-)), se le dejé reposar en hielo durante 5 minutos y se incubd en un termostato a 37°C durante 15
minutos (volteando una vez a intervalos de 5 minutos) para inducir la fusién celular. Posteriormente, se afiadieron 300 pl
de tampdn PBS(+) enfriado con hielo que contenia BSA al 1%, y se midid la proporcion de células doble positivas que
emitian fluorescencia tanto roja como verde por medio de un citémetro de flujo (FACSCalibur™, Becton Dickinson). Para
la medicion del fondo, se realiz6 un ensayo similar usando un grupo de control tratado de la misma manera excepto que
se afiadié un tampén (PBS(-)) en lugar de la suspensién de envuelta inactivada, y los valores medidos se corrigieron
para los grupos respectivos. La eficacia de fusion se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion.

Eficacia de fusidn (%) = (el nimero de células doble positivas en un grupo tratado) / (el nimero total de células en un
grupo tratado) x 100 - (el nimero de células doble positivas en el grupo de control) / (el nimero total de células en el
grupo de control) x 100

Los resultados se muestran en la Tabla 3 (los valores medidos con dos lotes se promediaron tanto para la composicion
liofilizada de la presente invencion como para el ejemplo comparativo). La composicion liofilizada de la presente
invencion mostraba una mayor eficacia de fusiéon que el ejemplo comparativo.

[Tabla 1]
Estabilizante Actividad luciferasa
Muestra Hidrolizado de proteina o . (TOP COUNT)
L Sacarido
aminoacido
1 polipeptona al 0,2% - 10568
2 - manitol al 0,2% 1337
3 - metilcelulosa al 0,2% 5421
4 - trehalosa al 0,2% 3762
5 polipeptona al 0,5% - 8629
6 polipeptona al 0,5% metilcelulosa al 0,1% 9820
7 polipeptona al 0,1% metilcelulosa al 0,1% 15248
8 polipeptona al 1,5% metilcelulosa al 0,1% 6065
9 polipeptona al 2,5% metilcelulosa al 0,1% 4562
10 polipeptona al 1,0% metilcelulosa al 0,1% 9810
11 bactopeptona al 1,0% metilcelulosa al 0,1% 11075
12 bactotriptona al 1,0% metilcelulosa al 0,1% 4529
13 hidrolizado acido de caseina al 1,0% | metilcelulosa al 0,1% 8254
14 L-leucina al 0,3% metilcelulosa al 0,1% 6620
15 B-alanina al 1,0% metilcelulosa al 0,1% 1819
16 gwg(r;;)clorhldrato de L-arginina al metilcelulosa al 0,1% 8086
17 acido L-aspartico al 1,0% metilcelulosa al 0,1% 2049
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[Tabla 2]
Envuelta de En el momento del contacto con el ADN ADN (ng) Actividad de Desviacion
VHJ usada | Concentracion | Concentracion | Volumen de introducido luciferasa tipica
en el ensayo de envuelta de ADN la mezcla en células (Intensidad
de de VHJ (ng/pl) (1)) cultivadas de
transferencia inactivada por pocillo | fluorescencia:
de genes (DO) TOP
COUNT)
Producto 1,3 4 30 9,69 132733 9488
liofilizado
Producto 0,325 1 120 9,69 94584 11288
liofilizado
Producto 0,082 0,25 480 9,69 83233 3978
liofilizado
Producto 0,59 1,8 22 9,14 11365 12704
convencional
[Tabla 3]

Eficacia de fusion

Concentracion (DO

de suspensioén de envuelta de VHJ inactivada

0,20 0,10 0,05
La composicion de la 10,1% 15,4% 13,2%
presente invencion
Ejemplo Comparativo 9,0% 2, 7% 3,2%

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

La composicion liofilizada de una envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana de la presente
invencion es almacenable a temperatura ambiente (25°C o menos), facil de manejar y esté libre de restricciones sobre el
lugar de uso o el transporte. Ademas, el método de introduccion de una materia extrafia de la presente invencion mejora
drasticamente la eficacia de transferencia, es mas facil y tiene aplicaciones generalizadas tales como analisis de alto

rendimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar una composicion liofilizada que comprende una envuelta viral inactivada que tiene actividad
de fusion de membrana, y al menos un estabilizante seleccionado entre el grupo constituido por un hidrolizado de
proteina, leucina y un polisacéarido, que comprende

(1) una etapa de mezclar una suspension de la envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de
membrana y el estabilizante y

(2) una etapa de liofilizar la mezcla obtenida en la etapa (1), en la que

(a) la concentracion del hidrolizado de proteina, o leucina en la mezcla obtenida en la etapa (1) es del 0,1
al25%y

(b) la concentracién del polisacarido en la mezcla obtenida en la etapa (1) es del 0,05 al 0,5%.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la envuelta viral inactivada es una envuelta viral inactivada de
un virus de Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae o Flaviviridae.

3. El proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el estabilizante es un hidrolizado de proteina y
un polisacarido.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la concentracion de la envuelta viral
inactivada en la mezcla obtenida en la etapa (1) corresponde a una DO de 0,1 a 7,0.

5. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la concentracion de sal en la
mezcla obtenida en la etapa (1) es de, como maximo, 3 mM.

6. Una composicion liofilizada preparada de acuerdo con el proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
7. Un método de introduccion de una materia extrafia en una célula o un organismo vivo, que comprende:

(a) una etapa de rehidratar una composicion liofilizada, como se define en la reivindicacion 6, que contiene una
envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusion de membrana con una mezcla que comprende la materia
extrafia y agua, y

(b) una etapa de poner a la composicion obtenida en la etapa (a) en contacto con la célula o el organismo vivo.
8. Un método de fusién celular, que comprende:

(i) etapa de rehidratar una composicion liofilizada, como se define en la reivindicaciéon 6, que contiene una
envuelta viral inactivada que tiene actividad de fusién de membrana; y

(ii) etapa de mezclar la composicion obtenida en la etapa (i) con una suspension de células a fusionar.
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