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DESCRIPCION
Estabilizacion de particulas virales
Area de la invencion
La presente invencion hace referencia a la estabilizacién de particulas virales.
Antecedentes de la invencion

Algunas moléculas biolégicas son suficientemente estables, de tal manera que pueden ser aisladas, purificadas y a
continuacién almacenadas en solucion a temperatura ambiente. Sin embargo, esto no es posible para muchos
materiales, y por esta razén se han intentado técnicas que implican almacenaje a baja temperatura, adicién de
estabilizadores o crioprotectores, liofilizacion, desecacién al vacio y secado al aire para asegurar la conservacion
durante el almacenamiento.

A pesar de la disponibilidad de estas técnicas, algunos materiales biolégicos aun muestran niveles insatisfactorios
de estabilidad durante el almacenamiento, y algunas técnicas acarrean inconvenientes y costes afiadidos. Por
ejemplo, el transporte y el almacenamiento refrigerado resulta costoso, y cualquier ruptura en el control de la
temperatura puede dar como resultado una reduccion de la eficacia de la molécula biolégica. Ademas, el transporte
refrigerado a menudo no esta disponible durante el transporte de medicinas en paises en vias de desarrollo.

Ademas, las tensiones de la criodesecacion o liofilizacidon pueden ser muy perjudiciales para algunos materiales
biolégicos. La liofilizacion de medicamentos biolégicos implica la congelacion de soluciones o suspensiones de
biomateriales termosensibles, seguido de desecacion primaria y secundaria. La técnica estd basada en la
sublimacion del agua a temperaturas bajo cero en vacio sin fusién de la solucion. La liofilizacion representa una
etapa clave para la fabricacion de productos farmacéuticos de proteinas solidas y vacunas. La tasa de difusion de
vapor de agua del biomaterial congelado es muy baja y por lo tanto, el proceso consume mucho tiempo.
Adicionalmente, tanto la etapa de congelacidon como la de desecacion introducen tensiones que son capaces de
desdoblar o desnaturalizar las proteinas.

La patente WO 90/05182 describe un método para proteger las proteinas contra la desnaturalizacion durante la
desecaciéon. EI método comprende las etapas de mezclar una solucién acuosa de la proteina con un polielectrolito
catiénico y poliol ciclico y eliminar el agua de la solucién. Dietilaminoetil-Dextrano (DEAE-dextrano) y chitosan son
los polielectrolitos cationicos preferidos, aunque la polietilenimina se menciona también como adecuada.

La patente WO-A-2006/0850082 describe un producto desecado o conservado que comprende un azucar, un
material cargado tal como una proteina de histona y un componente bioldgico termosensible o de desecacioén. El
azucar forma una matriz de sélido amorfo. Sin embargo, la histona puede tener consecuencias inmunolégicas si el
componente biol6gico conservado se administra a humanos o animales.

La patente WO 2008/114021 describe un método para conservar particulas virales. El método comprende desecar
una solucion acuosa de uno o mas azucares, una polietilenimina y las particulas virales para formar una matriz de
sélido amorfo que comprende las particulas virales. La soluciéon acuosa contiene polietilenimina a una concentracion
de 15mM o menos en base a la masa molecular media numérica (Mn) de la polietilenimina y la concentracién de
azucar o, si esta presente mas de un azucar, la concentracion de azucar total es mayor de 0,1M.

Resumen de la invencion

Los presentes inventores han observado que las preparaciones virales se conserva de manera estable mediante una
N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Ce)-glicina, o una sal o éster fisiologicamente aceptable de la
misma, y uno o mas azuUcares durante la desecacion. La actividad virica se conservd después de una prueba de
exposicion térmica posterior. La actividad virica se conservo también durante pruebas de estabilidad a largo plazo.
La actividad virica puede también ser conservada en solucién acuosa previamente a la desecacion. Los virus fueron
protegidos contra dafios causados por congelacion, liofilizacién y descongelacion.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un método para conservar particulas virales que comprende:
(a) proporcionar una solucion acuosa de (i) particulas virales de Adenoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae,
Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae, (ii) uno o mas azlcares, y (iii) una N,N-di(alquilo C1.)-glicina o N,N,N-

tri(alquilo C1.)-glicina, o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable de la misma; y

(b) desecar la solucién para formar una composiciéon que incorpora dicho virus.
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La invencion ademas comprende:

- una composicion que se encuentra sélida y liofilizada y comprende una N,N-di(alquilo C1¢)-glicina o N,N,N-
tri(alquilo C46)-glicina o una sal o éster fisiolégicamente aceptable de la misma y uno o mas azlcares, y que
incorpora particulas virales de Adenoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o
Poxviridae;

- una vacuna que comprende una composicién de la invencién que incorpora particulas virales no infecciosas y
opcionalmente un adyuvante;

- un método para la preparacién de una vacuna que incorpora particulas virales, método que comprende:

(a) proporcionar una soluciébn acuosa de (i) particulas virales de Adenoviridae, Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae, (ii) una N,N-di(alquilo Cis)-glicina o N,N,N-
tri(alquilo C1.6)-glicina o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable de la misma vy (iii) uno o mas azulcares; y

(b) afladir opcionalmente un adyuvante, tampén, antibiético y/o aditivo a la mezcla; y

(c) desecar la solucion para formar una composicion o composicion solida que incorpore dichas particulas
virales;

- una composicién o polvo seco que comprende particulas virales o particulas virales no infecciosas de
Adenoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae y que se puede obtener
mediante un método de la invencién; y

- uso de una N,N-di(alquilo C4.6)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1.¢)-glicina o una sal o éster fisiolégicamente aceptable
de la misma y uno o mas azUcares para conservar particulas virales de Adenoviridae, Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae.

Breve descripcién de las Figuras

La figura 1 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo de referencia 1. Se evalué la capacidad de un excipiente
para ayudar al adenovirus a resistir una variacién ciclica entre 37°C y -20°C. Se utilizé dimetilsulfona (también
denominada metilsulfonilmetano, MSM) como excipiente. Resumen del valor de p: **=p<0,01, *=p<0,05. Las barras
de error muestran el error estandar de la media (n = 4).

La figura 2A muestra la temperatura establecida para la temperatura de almacenamiento del liofilizador VirTis
Advantage utilizado en varios de los Ejemplos.

La figura 2B muestra la temperatura del condensador del liofilizador VirTis Advantage utilizado en varios de los
Ejemplos.

La figura 3 muestra los resultados del experimento del Ejemplo de referencia 2 que investigd el efecto de los
azucares y el MSM sobre la conservaciéon de adenovirus durante la liofilizacién. Las barras de error mostradas son el
error estandar de la media (n = 3).

La figura 4 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 3 de la infectividad del adenovirus analizada
inmediatamente después de la descongelacién, ademéas de la de aquellas muestras liofilizadas después de la
formulacion con TMG (trimetilglicina) con o sin azucares. La actividad adenoviral se expres6 como pfu/ml, tal como
se evalué mediante el conteo de células positivas para la expresion de GFP. Las barras de error mostradas son el
error estandar de la media (n = 3).

La figura 5 demuestra las condiciones de liofilizacion utilizadas en el Ejemplo de referencia 4.

La figura 6 muestra los graficos de barra que demuestran los titulos de virus de muestras reconstituidas utilizadas en
el Ejemplo de referencia 4 a continuacion de la prueba de exposicion térmica a 4°C o 37°C durante 7 dias. También
se muestra el titulo de partida del virus de entrada. Las barras de error representan el error estandar de la media
(n=3).

La figura 7 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 5 para muestras de adenovirus que se sometieron a
prueba inmediatamente después de la descongelaciéon ("Pre-Liofilizacion"), ademéas de los de las muestras que
fueron formuladas en PBS (solucion tampén de fosfatos) a concentraciones de DMG de 0,00M, 0,07M, 0,23M y
0,70M, con o sin azucares y que son posteriormente liofilizadas. La actividad del adenovirus expresada como pfu/ml
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fue evaluada mediante conteo de células positivas para la expresion de la GFP (Proteina verde fluorescente). Las
barras de error mostradas son el error estandar de la media (n = 3).

La figura 8 muestra las condiciones de liofilizacion utilizadas en los Ejemplos 5y 6.

La figura 9 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 6 para muestras de adenovirus sometidas a prueba
inmediatamente después de la descongelacion, ademas de aquellas muestras liofilizadas después de la formulacion
con DMG con o sin azucares y posteriormente sometidas a prueba de exposicion térmica. (A) Actividad del
adenovirus después de la liofilizacion y el almacenamiento a +4°C durante 7 dias. (B) Actividad del adenovirus
después de la liofilizaciéon y la prueba de exposicion térmica a +37°C durante 7 dias. Las barras de error indican el
estandar de la media; n = 3 a menos que se exprese de otro modo.

La figura 10 muestra las temperaturas de almacenamiento, temperaturas del condensador y condiciones de vacio
durante la liofilizacién en el liofilizador VirTis Advantage en el Ejemplo 7.

La figura 11 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 7. La actividad del adenovirus expresada como pfu/ml
se evalué mediante conteo de las células positivas para GFP. Las barras de error indican el estandar de la media (n
= 2). Se analizd la significancia utilizando un ANNOVA de una via seguido de un post-test de Bonferroni. Los
resimenes del valor de p son *=p<0,05 y **=p<0,01.

La figura 12 muestra la apariencia de las tortas liofilizadas obtenidas en el Ejemplo 8.

La figura 13 describe los resultados obtenidos en el Ejemplo 9. FD indica liofilizacién. Los viales que contienen
adenovirus y PBS s6lo mostraron una pérdida mucho mayor de titulo de virus en comparacién con los viales que
contienen adenovirus, manitol y DMG. Las barras de error mostradas son el error estandar de la media (n = 2). Se
analizé la significancia utilizando un ANOVA de una via seguido de un post-test de Bonferroni. Todos los valores se
compararon con el titulo de la solucién madre o stock. Los resimenes del valor de p son **=p<0,01 y ***=p<0,001.

La figura 14 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 10 en el que se evaludé la capacidad de once
formulaciones para estabilizar adenovirus a través de liofilizacién y prueba de exposicién térmica.

La figura 15 muestra los resultados obtenidos en el Ejemplo 11 en el que se evalué la capacidad de once
formulaciones para estabilizar MVA a través de liofilizaciéon y prueba de exposicion térmica.

La figura 16 muestra una representacion en 3D del espacio de disefio en el Ejemplo 12. Las esferas representan las
formulaciones dentro del espacio de disefio en el que fueron sometidas a prueba. Este disefio es un disefio de
cribado factorial completo de tres factores.

Las figuras 17 y 18 muestran el programa de liofilizacion utilizado en el Ejemplo 12 y las lecturas de temperatura de
los sensores durante ese programa.

La figura 19 muestra un grafico de probabilidad normal residual para los datos de las formulaciones que contienen
DMG en el Ejemplo 12.

La figura 20 muestra los coeficientes (efectos) de retencién de los datos modelados de las formulaciones que
contienen DMG en el Ejemplo 12. Las barras de error indican significancia si no cruzan el origen.

La figura 21 muestra los coeficientes (efectos) de retencion de los datos modelados de las formulaciones que
contienen SMM en el Ejemplo 12. Las barras de error indican significancia si no cruzan el origen.

La figura 22 muestra un grafico de probabilidad normal residual para los datos de las formulaciones que contienen
SMM en el Ejemplo 12.

La figura 23 muestra los coeficientes (efectos) de retencion de los datos modelados de las formulaciones que
contienen SMM en el Ejemplo 12 después de la inclusion de un término de 2° orden no especifico. Las barras de
error indican significancia si no cruzan el origen.

La figura 24 muestra un grafico de probabilidad normal residual para los datos de las formulaciones que contienen
SMM en el Ejemplo 12.

La figura 25 muestra los coeficientes (efectos) de retencion de los datos modelados de las formulaciones que
contienen TMG en el Ejemplo 12. Las barras de error indican significancia si no cruzan el origen.
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La figura 26 muestra un grafico de probabilidad normal residual para los datos de las formulaciones que contienen
TMG en el Ejemplo 12.

La figura 27 muestra una representacion en 3D del espacio de disefio en el Ejemplo 13. Las esferas representan las
formulaciones dentro del espacio de disefio en el que se sometieron a prueba. Este disefio es un disefio de
superficie de respuesta o RSM de Doehlert.

La figura 28 muestra el programa de liofilizacion utilizado en el Ejemplo 13.
La figura 29 resume diversas estadisticas para el modelo obtenidas a partir de los datos en el Ejemplo 13.

La figura 30 muestra términos retenidos en el modelo en el Ejemplo 13 después del ajuste fino. Las barras de error
que no cruzan el origen indican un factor significativo a un nivel de fiabilidad del 95%.

La figura 31 muestra un grafico de superficie de respuesta del titulo viral previsto en las formulaciones de DMG y
sacarosa, utilizando el modelo del Ejemplo 13 a tres niveles diferentes de rafinosa.- “Bajo” = rafinosa a OmM,
"Medio" = rafinosa a 150mM, "Alto" = rafinosa a 300mM.

La figura 32 muestra los ajustes y resultados de una prediccion 6ptima basada en el modelo de los datos del
Ejemplo 13 generados utilizando simulaciones de Monte-Carlo. Las 6ptimas previstas destacadas en este modelo
son las concentraciones de sacarosa = 0,5M, DMG= 1M, rafinosa. =150mM.

Las figuras 33A y 33B muestran un grafico de la regién optima de los datos del Ejemplo 13. Los graficos se
encuentran en los niveles estaticos de rafinosa = 0, 150, 272, 300mM. La variable representada es el titulo
recuperado (pfu/ml). La figura 33A es un grafico de contorno en el que una cruz marca el 6ptimo previsto. La figura
33B es una region del grafico idéntica que destaca la region del modelo en la que la actividad recuperada prevista es
mayor que o igual a la actividad inicial.

La figura 34 muestra el programa de liofilizacion utilizado en el Ejemplo 14.

La figura 35 muestra la actividad virica recuperada en el Ejemplo 14 como un porcentaje del titulo de partida en la
semana 15 posterior a la liofilizacion. Las barras de error son el error estandar de la media (n=2).

La figura 36 muestra la actividad virica recuperada en el tiempo a la temperatura de estabilidad acelerada (+25°C)
en el Ejemplo 14.

La figura 37 muestra la actividad virica recuperada en el tiempo en la temperatura de prueba de la tension (+37°C)
en el Ejemplo 14.

La figura 38 muestra una representacion en 3D del espacio de disefio en el Ejemplo 15. Las esferas representan
formulaciones dentro del espacio de disefio en el que se someten a prueba. Este es un disefio RSM de Doehlert.

La figura 39 muestra las condiciones de liofilizacion utilizadas en el Ejemplo 15.
La figura 40 resume la estadistica del modelo en el Ejemplo 15 utilizada para representar los datos.

La figura 41 muestra términos retenidos en el modelo del Ejemplo 15 después del ajuste fino. Las barras de error
que no cruzan el origen indican un factor significativo en un nivel de fiabilidad del 95%.

La figura 42 muestra graficos de contorno del titulo viral recuperado (TCID50/ml) con distintas formulaciones ene |
Ejemplo 15.

La figura 43 muestra una representacion del espacio de disefio en el Ejemplo 16. Los circulos numerados
representan las formulaciones dentro del espacio de disefio en el que se someten a prueba.

La figura 44 muestra las condiciones de liofilizacion utilizadas en el Ejemplo 16.
La figura 45 resume la estadistica del modelo en el Ejemplo 16 utilizada para representar los datos.

La figura 46 muestra los términos retenidos en el modelo en el Ejemplo 16 después del ajuste fino. Las barras de
error que no cruzan el origen indican un factor significativo en un nivel de fiabilidad del 95%.
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La figura 47 muestra un grafico de respuesta de superficie del titulo viral recuperado previsto en formulaciones de
DMG y manitol utilizando el modelo del Ejemplo 16.

La figura 48 muestra una captura de pantalla de los ajustes y resultados de las predicciones éptimas basadas en el
modelo de los datos en el Ejemplo 16, generado utilizando simulaciones Monte-Carlo. La iteracion 48 resaltada en
gris es la formulacién 6ptima (1,0107M DMG).

Descripcion detallada de la invencién
Resumen

La presente invencion hace referencia a la conservacion de particulas virales mediante una N,N-di(alquilo C4-Ce)-
glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Ce)-glicina, o una sal o éster fisioldgicamente aceptable de la misma y opcionalmente
un compuesto de la formula (ll) o una sal o éster fisiolbgicamente aceptable del mismo y uno, dos o mas azucares.
Las particulas virales se ponen en contacto con la N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cs)-glicina, o
una sal o éster fisiolégicamente aceptable de la misma, un compuesto opcional de la formula (l1)j o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable del mismo y uno o mas azucares en una solucién acuosa, y la solucién resultante en la
que las particulas virales estan presentes se deseca a continuacion para formar una composicién que incorpora las
particulas virales.

Las particulas virales pueden, por lo tanto, mezclarse con una solucién acuosa (“mezcla de conservacion”) de la
N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cg)-glicina, o una sal o éster fisioldgicamente aceptable de la
misma, un compuesto opcional de la férmula (ll) o una sal o éster fisiolégicamente aceptable del mismo y uno o mas
azucares. La solucion resultante se deseca a continuacion para formar una composicion que incorpora las particulas
virales. La composicion desecada puede tomar la forma de una torta o polvo. La torta puede triturarse hasta formar
un polvo si se requiere.

La invencion permite que la estructura y funcién del virus sea conservada durante la etapa de desecacion. La
actividad del virus a continuacién de la desecacién puede ser, por tanto, mantenida. La presencia de una N,N-
di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cs)-glicina, o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable de la misma y
un compuesto opcional de la formula (Il) o una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo sola permite la
conservacion de la actividad viral. Mejoras adicionales en la conservacion de la actividad viral se logran mediante el
uso de uno 0 mas azucares en combinacion con una N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1-Cs)-glicina, o
una sal o éster fisiolébgicamente aceptable de la misma y un compuesto opcional de la férmula (llI) o una sal o éster
fisiologicamente aceptable del mismo.

Las particulas virales conservadas demuestran resistencia térmica mejorada, lo que permite una extension de la vida
en almacenamiento, facilidad de almacenaje y transporte y obviar la necesidad de una cadena de frio para su
distribucién. La invencion puede, por tanto, proporcionar proteccion como un crioprotector (proteccion contra los
dafios por liofilizacién), lioprotector (protector durante la liofilizacién) y/o termoprotector (proteccién contra
temperaturas superiores o inferiores a 4°C).

Ademas, las particulas virales se conservan en la solucién acuosa previamente a la etapa de desecacion. Esto
permite que la solucién acuosa sea almacenada después de su preparacion, hasta el mismo momento en que la
etapa de desecacion puede ser realizada, sin una pérdida indebida de la actividad viral.

Particulas virales

Las particulas virales utilizadas en la presente invencién pueden ser virus completos tales como virus vivos, virus
muertos, virus vivos atenuados, virus inactivos tales como virus quimicamente inactivados o virus virulentos o no
virulentos. Un virus vivo es capaz de infectar y replicarse dentro de la célula hospedadora. Un virus muerto esta
inactivado y no es capaz de replicarse dentro de la célula hospedadora. Las particulas pueden ser particulas
similares a virus (VLP, por sus siglas en inglés) o nucleocapsides. El virus puede ser infeccioso para las células
procariotas o eucariotas. El virus puede ser un virus humano o animal.

La particula viral es, o se obtiene de, un virus de las siguientes familias:

- Adenoviridae tal como un adenovirus humano o adenovirus no humano, por ejemplo adenovirus humano A, B, C,
D, E o F incluyendo los serotipos humanos Ad5, Ad2, Ad4, Ad6, Ad7, Ad11, Ad14, Ad24, Ad26, Ad35 y Ad36;

- Orthomyxoviridae tal como el influenzavirus A, B, C incluyendo, pero sin limitarse a, los serotipos H1N1, H2N2,
H3N2, H5N1, H7N7, H1N2, H9H2, H7N2, H7N3 y N10N7 del virus de la gripe A;

- Paramyxoviridae tal como el virus parainfluenza humano 1, virus del sarampion y virus de las paperas;
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- Parvoviridae tal como los virus adeno-asociados;

- Picornaviridae tal como poliovirus humano, virus de la fiebre aftosa (incluyendo los serotipos O, A, C, SAT-1, SAT-
2, SAT-3 y Asia-1); y

- Poxviridae tal como el virus vaccinia, virus de la viruela y virus de la viruela aviar (diftero-viruela aviar).

En un modo de realizacion particularmente preferido, la particula viral puede ser o puede obtenerse de un
adenovirus, virus vaccinia, virus de la gripe, o virus del sarampion. El virus puede ser el virus Vaccinia modificado de
Ankara (MVA) o una particula viral obtenida a partir del MVA.

Las particulas similares a virus (las VLP) incluyen proteinas virales obtenidas a partir de las proteinas estructurales
de un virus, pero carecen del acido nucleico viral. Cuando son sobre-expresadas, estas proteinas estructurales
virales se auto-agrupan de forma espontanea formando particulas. Las VLP son incompetentes para la replicacion.
En algunos modos de realizacion, las VLP son proteinas virales incluidas en el interior de una bicapa lipidica.
Ejemplos de VLP incluyen VLP obtenidas de fagos, VLP de proteina de la capside mayor L1 del virus del papiloma
humano (HPV), VLP de proteina de la capside del virus Norwalk y VLP agrupados a partir de las proteinas
estructurales del virus de la gripe tales como la proteina M1, proteina hemaglutinina HA y proteina neuraminidasa
N1.

Las particulas virales pueden prepararse utilizando técnicas estandar bien conocidas para los expertos en el arte.
Por ejemplo, un virus puede prepararse infectando células hospedadoras cultivadas con la cepa del virus que se va
a utilizar, permitiendo que la infeccién progrese de tal forma que el virus se replique en las células cultivadas y que
pueda ser liberado mediante métodos estandar conocidos en el arte para cosechar y purificar virus.

N,N-di(alquilo C1-Ce)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Ce)-glicina o sales o ésteres fisiologicamente aceptable de
la misma y compuestos de la formula (Il) o sales o ésteres fisiologicamente aceptable del mismo

La N,N-di(alquilo C4-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cs)-glicina o compuesto de la formula (II) puede estar presente
como una sal o éster fisiolégicamente aceptable de la misma.

La sal es habitualmente una sal con un acido fisiolégicamente aceptable y por tanto incluye aquellas formadas con
un acido inorganico, tal como el acido clorhidrico o sulfurico, o un acido organico tal como acido citrico, tartarico,
malico, maleico, mandélico, fumarico o metanosulfonico. Se prefiere la sal clorhidrato.

El éster es habitualmente un éster de alquilo C4-Cg, preferiblemente éster de alquilo C+4-Cs. El éster puede ser, por lo
tanto, el éster de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o terc-butilo. Se prefiere el éster de etilo.

Tal como se utiliza en la presente patente, un grupo alquilo C1-Ce es preferiblemente un grupo alquilo C4-C4. Grupos
alquilo preferidos se seleccionan de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo y terc-butilo. Son particularmente
preferidos metilo y etilo.

Para evitar cualquier duda, las definiciones incluyen compuestos en los que el anion carboxilato esta protonado para
proporcionar —COOH vy el catibn amonio o sulfonio estd asociado con un anién farmacéuticamente aceptable.
Ademas, para evita dudas, los compuestos definidos anteriormente pueden ser utilizados en cualquier forma
tautomérica o enantiomérica.

N,N-di(alquilo C1-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1-C¢)-glicina

El grupo alquilo es habitualmente un grupo alquilo C¢-C4. Los grupos alquilo preferidos se seleccionan de metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo y terc-butilo. Son particularmente preferidos metilo y etilo.

Compuestos preferidos de la formula (I) son N,N-dimetilglicina o N,N,N-trimetilglicina o sales o ésteres
fisiolégicamente aceptables de la misma. La N,N-Dimetilglicina también se denomina dimetilglicina (DMG) o acido 2-
(dimetilamino)-acético. La N,N,N-trimetilglicina se denomina trimetilglicina (TMG).

Compuestos de la férmula (1)

Habitualmente, los sustituyentes de R. carboxilato y amina estan unidos al mismo atomo de carbono de la fraccion
alquilo de R¢. Habitualmente R; es una fraccién alquilo Cz.4 0 alquilo Cy.3.

El compuesto de la formula (ll) es habitualmente un compuesto de sulfona de la férmula (IIA) o una sal o éster
fisiologicamente aceptable del mismo:
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en donde R; y R4 representan independientemente alquilo Ci., por ejemplo alquilo Ci4. Los grupos alquilo
preferidos se seleccionan de metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo y terc-butilo. Son particularmente
preferidos metilo y etilo. Un compuesto de sulfona preferido es la metilsulfonilmetano (MSM), que también es
conocido como dimetilsulfona (DMSQO5).

El compuesto de la férmula (ll) es habitualmente un compuesto de la formula (1IB) o una sal o éster fisiologicamente
aceptable del mismo:

(1IB)

en donde Re y Rf representan independientemente alquilo C1-6, por ejemplo alquilo C1-4 tal como metilo o etilo, y
Rg representa alquilo C1-6, por ejemplo alquilo C1-4 tal como metilo o etilo, sustituido con un aniéon carboxilato y con
una fraccion amina (-NH2). Preferiblemente, los sustituyentes carboxilato y amina estan unidos al mismo atomo de
carbono. Un compuesto preferido de la formula (1IB) es la S-metil-L-metionina (SMM) o una sal o éster
fisiologicamente aceptable de la misma.

Azlcares

Azlcares adecuados para su uso en la presente invencion incluyen azucares reductores tales como glucosa,
fructosa, gliceraldehidos, lactosa, arabinosa y maltosa; y preferiblemente azucares no reductores tales como la
sacarosa y rafinosa, mas preferiblemente sacarosa. El azlcar puede ser un monosacarido, disacarido, trisacarido u
otros oligosacaridos. El término “azdcar” incluye alcoholes de azucar. En un modo de realizacién, por lo tanto, se
prefiere el uso de un azucar no reductor o un alcohol de azucar.

Se contemplan monosacéridos tales como galactosa y manosa; disacaridos tales como sacarosa, lactosa y maltosa;
trisacaridos tales como rafinosa; y tetrasacaridos tales como estaquiosa. Trehalosa, umbeliferosa, verbascosa,
isomaltosa, celobiosa, maltulosa, turanosa, melicitosa y melibiosa son también adecuadas para su uso en la
presente invencion. Un alcohol de azucar adecuado es manitol. Cuando el manitol se utiliza, pueden obtenerse
tortas de apariencia mejorada en la liofilizacion.

La presencia de azlcar puede actuar para mejorar la estabilidad. La adicién de azuUcar puede también proporcionar
otros beneficios tales como una torta de liofilizacion modificada y una solubilidad mejorada para una reconstitucion
mas rapida. Cuando se utiliza un azucar, el azlcar es preferiblemente sacarosa o manitol, mas preferiblemente
manitol.

La conservacioén de la actividad viral es particularmente efectiva cuando dos o mas azucares se utilizan en la mezcla
de conservacion. Pueden utilizarse dos, tres o cuatro azlcares. Preferiblemente, la solucién acuosa es una solucién
de sacarosa y rafinosa. La sacarosa es un disacarido de la glucosa y la fructosa. La rafinosa es un trisacarido
compuesto de galactosa, fructosa y glucosa.

Procedimiento de conservacion
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En la presente invencion, se deseca una soluciéon acuosa que comprende las particulas virales, uno o mas azucares
y una N,N-di(alquilo C4-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cg)-glicina, o una sal o éster fisiologicamente aceptable de
la misma y opcionalmente un compuesto opcional de la formula (1) o una sal o éster fisiolégicamente aceptable del
mismo. Puede utilizarse cualquier solucién acuosa adecuada. La solucién puede estar tamponada. La solucién
puede ser una solucion HEPES, solucion tampon de fosfato, tampoén Tris o de agua pura.

La solucién puede tener un pH de 2 hasta aproximadamente 12 y puede ser una solucién tampén. La solucion puede
ser tamponada con un tampén HEPES, tampdn de fosfato, tampdn Tris, tampdn de citrato de sodio, tampén de
bicina (es decir, tampén de N,N-bis(2-hidroxietil) glicina) o tamp6n MOPS (es decir, tampén de acido 3-(N-morfolino)
propanosulfénico). La solucién puede o no contener NaCl. La solucion puede por tanto ser una solucién tampon
salina de citrato de sodio (SSC).

Generalmente, una preparacion de las particulas virales se mezcla con la mezcla de conservacion, es decir, con una
solucion acuosa de una N,N-di(alquilo C4-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cs)-glicina, o una sal o éster
fisiologicamente aceptable de la misma, y opcionalmente un compuesto de la formula (Il) o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable del mismo y uno, dos o0 mas azucares. La mezcla de conservacion puede en si misma
estar tamponada. Puede ser una solucion HEPES, solucién tampén de fosfato, tampén Tris o de agua pura.

De forma alternativa, la solucién acuosa puede consistir habitualmente, o consistir esencialmente, en particulas
virales, una N,N-di(alquilo C4-Ce)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Ce)-glicina, o una sal o éster fisiologicamente
aceptable de la misma, y opcionalmente un compuesto de la férmula (ll) o una sal o éster fisiolégicamente aceptable
del mismo, y uno o mas azucares.

Las concentraciones de la N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Ceg)-glicina, o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable de la misma, y opcionalmente un compuesto de la férmula (Il) o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable del mismo y de cada azucar, pueden ser determinadas mediante experimentacion
rutinaria. También pueden seleccionarse de este modo las concentraciones optimizadas que dan como resultado la
mejor estabilidad. La N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cs)-glicina, o una sal o éster fisiolégicamente
aceptable de la misma y un compuesto opcional de la formula (Il) o un compuesto de una sal o éster
fisiolégicamente aceptable del mismo puede actuar de manera sinérgica para mejorar la estabilidad.

La concentracion de azucar en la soluciébn acuosa para desecar es al menos 0,01M, habitualmente hasta la
saturacion. Generalmente, la concentracion de azucar cuando esta presente es de al menos 0,1M, al menos 0,2M o
al menos 0,5M hasta la saturacion, por ejemplo saturacién a temperatura ambiente o hasta 3M, 2,5M o 2M. La
concentracién de azucar puede por lo tanto estar en un rango de, por ejemplo, 0,1M a 3M o 0,2M a 2M. De forma
alternativa, la concentracién de azucar o la concentracién de azucar total si esta presente mas de un azucar, puede
por lo tanto encontrarse en un rango de 0,08M a 3M, de 0,15M a 2M o de 0,2M a 1M. Un rango adecuado es de 0,05
a1M.

Cuando mas de un azucar esta presente, preferiblemente uno de esos azucares es sacarosa. La sacarosa puede
estar presente en una concentracion de 0,05M, 0,1M, 0,25M o 0,5M hasta la saturacion, por ejemplo la saturacion a
temperatura ambiente o hasta 3M, 2,5M o 2M.

La relacién de la concentracion molar de sacarosa en relacion a la concentracién molar del otro u otros azlcares es,
habitualmente, de 1:1 a 20:1, tal como de 5:1 a 15:1. En el caso en que dos azlcares estan presentes, y en
particular cuando estan presente sacarosa y rafinosa, por lo tanto, la relacién de las concentraciones molares de la
sacarosa es habitualmente de 1:1 a 20:1, tal como de 5:1 a 15:1 y preferiblemente de aproximadamente 10:1.

La concentracion de la N,N-di(alquilo C4-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C;-Cs)-glicina, o una sal o éster
fisiolbgicamente aceptable de la misma o el compuesto opcional de la férmula (II) o una sal o éster fisioldgicamente
aceptable del mismo en la solucion acuosa para desecar, se encuentra generalmente en el rango de 0,001M a 2,5M
y mas especialmente de 0,01M a 2,5M. Por ejemplo, el rango de concentracion puede ser de 0,1M a 2,5M.

De forma alternativa, por ejemplo cuando se utiliza DMG o una sal o éster de la misma, la concentracién en la
solucion acuosa para desecar se encuentra generalmente en el rango de 0,imM a 3M o de 1mM a 2M. La
concentracion puede ser de TmM a 1,5M o de 5mM a 1M o de 0,07M a 0,7M. Las concentraciones preferidas son de
7mM a 1,5M o de 0,07M a 1,2M. Otro rango preferido adicionalmente es de 0,5 a 1,5M, en particular cuando el
compuesto de la formula (l) es un derivado de glicina N-alquilada tal como la DMG.

La concentracion en particular de la N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1-Cg)-glicina, o una sal o éster
fisiolbgicamente aceptable de la misma o un compuesto opcional de la formula (1) o una sal o éster fisiologicamente
aceptable del mismo que se emplee, dependera de diversos factores que incluyen el tipo de particula viral a ser
conservada; el compuesto en particular que esta siendo utilizado; si uno, dos o mas azucares estan presentes y de
la identidad del azucar o azucares; y del procedimiento y condiciones de desecacion. Por tanto:
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- La concentracion de un compuesto de la férmula (l1) en la que X representa - S(O)2- 0 un compuesto de la formula
(llA), tal como MSM, o una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo es preferiblemente de 0,2mM a 1M tal
como de 0,35mM a 1M, de 3,5mM a 0,5M, de 0,035M a 0,5M o de 0,035M a 0,25M.

- La concentracion de un compuesto de TMG, o una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo se utiliza
preferiblemente en una concentracion de 0,01M a 2M, tal como de 0,07M a 2M, de 0,2M a 1,5M, de 0,23M a 1,5M o
de 0,07M a 0,7M.

- La concentracion de un compuesto N,N-dimetilglicina (DMG) o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable del
mismo, cuando uno o mas azucares estan presentes se encuentra generalmente en el rango de 1ImM a 1M o 1,5M o
de 5mM a 1M. Concentraciones de mayor preferencia son de 0,007M a 0,7M o 1M tal como aproximadamente
0,007M. Un rango particularmente preferido es de 0,5 a 1,5M.

Cuando una N,N-di(alquilo C4-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4-Cg)-glicina, o una sal o éster fisiolégicamente
aceptable de la misma y un compuesto de la formula (ll) o una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo
estan presentes, y preferiblemente cuando un derivado de glicina N-alquilada o sal o éster del mismo y un
compuesto de sulfona de la férmula (IIA) o (IIC) estan presentes, los compuestos pueden estar presentes en
cantidades que dan como resultado una sinergia. Por ejemplo:

- La concentracion del derivado de glicina N-alquilada o sal o éster del mismo, en la solucién acuosa para desecar
se encuentra, generalmente, en el rango de 0,1mM a 3M o de 1mM a 2M. La concentracién puede ser de 1mM a
1,5M o de 5mM a 1M. Las concentraciones preferidas son de 0,1M a 1,5M o de 0,5M a 1,25M.

- La concentracién del compuesto de sulfona de la formula (I1A) o (IIC) en la solucion acuosa para desecar se
encuentra en el rango de 0,1mM a 3M, de 1TmM a 2M o de 0,2mM a 1M. La concentracién puede ser de 0,1 M a
1,5M o de 0,5M a 1,25M.

Habitualmente, la desecacion se logra mediante liofilizacion, desecacién al vacio, desecacion en lecho fluidizado o
desecacion por pulverizacion. Se prefiere la liofilizacion. Reduciendo el agua en el material y sellando el material en
un vial, el material puede ser facilmente almacenado, transportado y reconstituido posteriormente en su forma
original. Las condiciones de desecacion pueden ser optimizadas de forma adecuada mediante experimentacion
rutinaria.

En la desecacion, se forma una composiciébn que incorpora las particulas virales. Se produce una matriz que
incorpora las particulas virales. La composicion es habitualmente un sé6lido amorfo. Una matriz sélida, generalmente
una matriz de un soélido amorfo, se forma generalmente de este modo. Por “amorfo” se entiende sin estructura y sin
una organizacion de moléculas regular o repetida observable (es decir, no cristalina).

El azlcar o azlcares proporcionan la matriz amorfa en la composicion desecada. La N,N-di(alquilo C+-Cg)-glicina o
N,N,N-tri(alquilo C+-Cg)-glicina, o una sal o éster fisioldgicamente aceptable de la misma y un compuesto opcional de
la formula (II) o una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo se dispersa en la matriz de azucar. La N,N-
di(alquilo C4-Cg)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1-Cg)-glicina, o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable de la misma o
un compuesto opcional de la férmula (ll) o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable de se incorpora de este modo
dentro de la matriz de azicar. Las particulas virales se incorporan dentro de la matriz del azdcar también. El
procedimiento de desecacion puede, de este modo, ser efectuado por ejemplo mediante liofilizaciéon para formar una
torta amorfa dentro de la cual las particulas virales se incorporan.

La etapa de desecaciodn se realiza en general tan pronto como la solucion acuosa ha sido preparada o poco después
de ello. De manera alternativa, la solucién acuosa se almacena habitualmente previamente a la etapa de
desecacion. La particula viral en la solucién acuosa se conserva mediante la N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-
tri(alquilo C4-Ce)-glicina, o una sal o éster fisiologicamente aceptable de la misma y un compuesto opcional de la
férmula (II) o una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo, y uno o mas azucares durante el
almacenamiento.

La solucién acuosa, o solucién a granel intermedia, se almacena generalmente hasta 5 afios, por ejemplo hasta 4
afios, 3 afos, 2 afios o 1 afio. Preferiblemente, la solucién se almacena hasta 6 meses, mas preferiblemente hasta 3
meses o hasta 2 meses, por ejemplo de 1 dia a 1 mes o de 1 dia a 1 semana. Previamente a la desecacion, la
solucion se almacena habitualmente en un refrigerador o en un congelador. La temperatura de un refrigerador es
habitualmente de 2 a 8 °C, preferiblemente de 4 a 6°C, o por ejemplo aproximadamente 4°C. La temperatura de un
congelador es habitualmente de -10 a -80°C, preferiblemente -10 a - 30°C, por ejemplo aproximadamente -20°C.

La solucién se almacena habitualmente en un envase sellado, preferiblemente un envase de plastico inerte sellado,
tal como una bolsa o una botella. El envase es habitualmente estéril. El volumen de la solucién a granel intermedia
es habitualmente de 0,1 a 100 litros, preferiblemente 0,5 a 100 litros, por ejemplo 0,5 a 50 litros, 1 a 20 litros o 5 a 10
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litros. El envase tiene habitualmente un volumen de 0,1 a 100 litros, preferiblemente 0,5 a 100 litros, por ejemplo 0,5
a 50 litros, 1 a 20 litros 0 5 a 10 litros.

Si la solucién a granel intermedia almacenada va a ser liofilizada, se vierte habitualmente en una bandeja de
liofilizacion previamente a la etapa de desecacion.

El almacenamiento estable de la solucién aumenta la flexibilidad del proceso de fabricacion. De este modo, la
solucion puede ser facilmente almacenada, transportada y posteriormente desecada.

Liofilizacion

La liofilizacién es un proceso de deshidratacion utilizado habitualmente para conservar material perecedero o para
hacer que el material sea mas conveniente para el transporte. La liofilizacién representa una etapa clave para la
fabricacion de productos farmacéuticos de proteinas sélidas y vacunas. Sin embargo, los materiales biolégicos estan
sujetos a tensiones tanto de liofilizacién como de desecacion durante el proceso, que son capaces de desdoblar o
desnaturalizar las proteinas. Ademas, la tasa de difusion de vapor de agua del material biolégico congelado es muy
baja y por lo tanto el proceso consume mucho tiempo. La técnica de conservacién de la presente invencién permite
que los materiales biolégicos sean protegidos contra las tensiones mecanicas por desecacion y/o térmicas del
procedimiento de liofilizacion.

Existen tres etapas principales para esta técnica, a saber, congelacion, desecacién primaria y desecacion
secundaria. La congelacion se realiza habitualmente utilizando una maquina de liofilizacién. En esta etapa, es
importante enfriar el material biol6gico por debajo de su punto eutéctico, (Teu) en el caso de productos cristalinos
simples o temperatura de transicion vitrea (Tg’) en el caso de productos amorfos, es decir por debajo de la
temperatura mas baja a la que las fases sélida y liquida del material pueden coexistir. Esto asegura que tenga lugar
una sublimacién en lugar de una fusién en la siguiente etapa de desecacion primaria.

Durante la desecacion primaria, la presion es controlada mediante la aplicacion de niveles apropiados de vacio
mientras que se suministra suficiente calor para permitir que el agua se sublime. Al menos un 50%, habitualmente
un 60 a un 70%, del agua en el material se sublima en esta etapa. La desecacion primaria puede ser lenta ya que
demasiado calor podria degradar o alterar la estructura del material biolégico. Una camara condensadora de frio y/o
placas condensadoras proporciona superficies sobre las que el vapor de agua es atrapado por resolidificacion.

En el proceso de desecacion secundaria, el agua de hidratacion se elimina mediante la aplicacion adicional de calor.
Habitualmente, la presion también es reducida para fomentar un secado adicional. Después de completar el proceso
de liofilizacién, el vacio puede romperse con un gas inerte tal como nitrogeno previamente al sellado o bien el
material puede ser sellado bajo vacio.

Desecacion al vacio

En ciertos modos de realizacién, la desecacion se lleva a cabo utilizando desecacion al vacio a aproximadamente
1300Pa. Sin embargo, la desecacion al vacio no es esencial para la invencién y en otros modos de realizacién la
mezcla de conservacién en contacto con la particula viral se centrifuga (es decir, desecacion giratoria) o es liofilizada
(tal como se describe en mayor detalle mas adelante). De manera ventajosa, el método de la invencion comprende
ademas someter a vacio la mezcla de conservacién que contiene la particula viral. De forma conveniente, el vacio
se aplica a una presion de 20.000Pa o menos, preferiblemente 10.000Pa o menos. De manera ventajosa, el vacio se
aplica durante un periodo de al menos 10 horas, preferiblemente 16 horas o mas. Tal como es conocido por los
expertos en el arte, el periodo de aplicacion de vacio dependera del tamafo de la muestra, la maquinaria utilizada y
otros parametros.

Desecacion por pulverizacion y liofilizacion por pulverizacion

En otro modo de realizacién, la desecacion se logra mediante desecacion por pulverizacién o liofilizacién por
pulverizacién de las particulas virales afiadidas a la mezcla de conservacion de la invencion. Estas técnicas son bien
conocidas para los expertos en el arte e implican un método de desecacion de un suministro liquido a través de un
gas, por ejemplo aire, gas libre de oxigeno o nitrégeno o, en el caso de liofilizacion por pulverizacion, nitrogeno
liquido. El suministro liquido es atomizado en forma de una pulverizacién de goticulas. Las goticulas se desecan
entonces por contacto con el gas en una camara de desecacion o con el nitrégeno liquido.

Desecacion en lecho fluidizado

En un modo de realizacion adicional, la desecacion se logra mediante desecacién en lecho fluidizado de las
particulas virales con la mezcla de conservacion de la invencién. Esta técnica es bien conocida para los expertos en
el arte y habitualmente implica hacer pasar un gas (por ejemplo, aire) a través de una capa del producto bajo
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condiciones de velocidad controlada para crear un estado fluidizado. La técnica puede implicar las etapas de
desecacion, enfriamiento, aglomeracién, granulacién y recubrimiento de los materiales del producto particulado. El
calor puede ser suministrado por el gas de fluidizacion y/o por otras superficies de calentamiento (por ejemplo,
paneles o tubos) inmersos en la capa fluidizada. El enfriamiento puede lograrse utilizando un gas frio y/o enfriando
las superficies inmersas en la capa fluidizada. Las etapas de aglomeracion y granulacién son bien conocidas para
los expertos en el arte y pueden ser realizadas de diversas formas dependiendo de las propiedades del producto
buscado. El recubrimiento de los productos particulados tales como polvos, granulos o comprimidos puede lograrse
mediante pulverizacion de un liquido sobre las particulas fluidizadas bajo condiciones controladas.

Composicion desecada

Puede obtenerse una composicién con un contenido de humedad residual bajo. Se logra un nivel de contenido de
humedad residual que ofrece una conservacion a largo plazo a temperaturas mayores que las de refrigeracion, por
ejemplo dentro del rango de 4°C a 56°C o mas, o mas bajas que las temperaturas de refrigeracion, por ejemplo
dentro del rango de 0 a -70°C o por debajo. La composicidon desecada puede por tanto tener un contenido de
humedad residual del 10% o menos, 5% o menos, 2% o0 menos o0 1% o menos en peso. Preferiblemente, el
contenido de humedad residual es del 0,5% o mas, 1% o mas. Habitualmente, una composiciéon desecada tiene un
contenido de humedad residual del 0,5 a 10% en peso y preferiblemente del 1 al 5% en peso.

La composicion puede obtenerse en forma de polvos secos. Una torta resultante de, por ejemplo, la liofilizacién
puede triturarse hasta tomar la forma de polvos. Una composicion solida de acuerdo a la invencion puede, de este
modo, tomar la forma de particulas de flujo libre. La composicion solida se proporciona habitualmente en forma de
polvos en un vial, ampolla o jeringuilla sellados. Si es para su inhalaciéon, los polvos pueden proporcionarse en un
inhalador de polvos secos. La matriz sélida puede ser proporcionada de forma alternativa como un parche. Los
polvos pueden comprimirse en forma de comprimidos.

La composiciéon puede consistir habitualmente, o consistir esencialmente, en particulas virales, un compuesto de la
férmula (1) o una sal o éster fisioldgicamente aceptable de la misma y/o un compuesto de la férmula (II) o una sal o
éster fisiol6gicamente aceptable del mismo, y opcionalmente uno o mas azucares.

Desecacion sobre un soporte sélido

Sin embargo, en un modo de realizaciéon del método de la invencion, la mezcla que comprende las particulas virales
se deseca sobre un soporte solido. El soporte so6lido puede comprender una perla, tubo de ensayo, matriz, soporte
plastico, placa de microtitulacién, microchip (por ejemplo, silicio, cristal de silicio o chip de oro), o membrana. En otro
modo de realizacion, se proporciona un soporte sélido sobre el cual se deseca o se agrega una particula conservada
de acuerdo a los métodos de la presente invencion.

Medicion de la conservacion de la particula viral

La conservacion en relacion a las particulas virales hace referencia a la resistencia de la particula viral a la
degradacion fisica o quimica y/o a la pérdida de actividad biolégica, tal como la degradacién del acido nucleico o
proteinas, pérdida de eficacia de transfeccién, pérdida de la capacidad para estimular una respuesta inmune celular
o humoral, pérdida de infectividad viral, pérdida de inmunogenicidad, pérdida de titulo virico, pérdida de la respuesta
de la célula hospedadora o pérdida de la potencia de la vacuna, bajo la exposicién a condiciones de desecacion,
congelacién, temperaturas por debajo de 0°C o por debajo de -25°C, liofilizacion, temperatura ambiente,
temperaturas por encima de 0°C, por encima de 25°C o por encima de 30°C. Preferiblemente, la conservacion de
acuerdo a la invenciébn comprende crioproteccién (proteccion contra el dafio por congelacion), lioproteccion
(proteccion durante la liofilizacién) y/o termoproteccién (proteccion contra temperaturas superiores o inferiores a
4°C).

Los métodos de evaluacién de la actividad viral tal como la infectividad y/o inmunogenicidad, son bien conocidos par
los expertos en el arte e incluyen, pero no se limitan a, el crecimiento de un virus en un cultivo celular, la deteccion
de anticuerpos especificos al virus en sangre, capacidad para provocar respuestas de linfocitos T y/o B, deteccion
de antigenos virales, deteccion de ARN o ADN codificado por el virus, u observacion de particulas del virus
utilizando un microscopio.

Mas aun, la presencia de un virus da lugar a cambios morfologicos en la célula hospedadora que pueden medirse
para proporcionar una indicacion de la actividad viral. Los cambios detectables como estos en la célula hospedadora
debido a una infeccién viral se conocen como efecto citopatogénico. Los efectos citopatogénicos pueden consistir en
redondeo celular, desorientacion, inflamacion o contraccion, muerte y separacion de la superficie. Muchos virus
inducen la apoptosis (muerte celular programada) en las células infectadas, medible mediante técnicas tales como el
ensayo TUNEL (del inglés “Terminal uridine deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling”) y otras técnicas
bien conocidas para los expertos en el arte.
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Los virus pueden también afectar a la regulacién de la expresion de los genes de la célula hospedadora y puede ser
analizada para obtener una indicacion en relacion a si la actividad viral esta o no presente. Tales técnicas pueden
implicar la adicién de reactivos al cultivo celular para completar una reaccién enzimatica o quimica con un producto
de expresion viral. Ademas, el genoma viral puede ser modificado para aumentar la deteccion de la infectividad viral.
Por ejemplo, el genoma viral puede ser modificado genéticamente para expresar un marcador que pueda ser
facilmente detectado mediante microscopia de contraste de fases, microscopia de fluorescencia o mediante imagen
radiolégica. El marcador puede ser una proteina fluorescente expresada tal como la GFP (Proteina verde
fluorescente) o una enzima expresada que puede estar implicada en una reaccion de radiomarcaje o colorimétrica.
El marcador puede ademas ser un producto génico que interrumpa o inhiba una funcion particular de las células que
estan siendo sometidas a ensayo. Puede utilizarse un ensayo de unidades formadoras de placas para medir la
infectividad viral y para indicar el titulo viral. En este ensayo, las células hospedadoras adecuadas se cultivan en una
superficie plana hasta que forman una monocapa de células que cubren una botella o plato de plastico. La seleccion
de una célula hospedadora en particular dependera del tipo de virus. Ejemplos de células hospedadoras adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, células CHO, BHK, MDCK, 10T1/2, WEHI, células COS, BSC 1, BSC 40, BMT 10,
VERO, WI38, MRC5, A549, HT1080,293, B-50, 3T3, NIH3T3, HepG2, Saos-2, Huh7, HEK293 y HelLa. La monocapa
de células hospedadoras se infecta a continuacién con las particulas virales. EI medio liquido es reemplazado con
uno semi-sélido, de manera que cualquier particula virica producida como resultado de una infeccion no pueda
desplazarse lejos del sitio de su produccién. Se produce una placa cuando una particula virica infecta una célula, se
replica, y a continuacion destruye esa célula. Una placa hace referencia a un area de células en la monocapa que
muestra un efecto citopatolégico, por ejemplo apareciendo redondeada y mas oscuras que otras células vistas al
microscopio, 0 como puntos blancos cuando se visualiza con el 0jo; el centro de la placa puede carecer de células
debido a la lisis inducida por el virus. El recién replicado virus infecta las células circundantes y éstas también son
destruidas. Este proceso puede repetirse varias veces. Las células entonces se tifien con un colorante tal como el
azul de metileno, que colorea Unicamente células vivas. No se produce tincién en las células muertas en la placa y
aparecen como areas no coloreadas sobre un fondo coloreado.

Cada placa es el resultado de la infeccion de una célula por parte de un virus, seguido de la replicacion y
propagacion de ese virus. Sin embargo, los virus que no destruyen las células no pueden producir placas. Una placa
hace referencia a un area de células en una monocapa que muestran un efecto citopatoldgico, por ejemplo
apareciendo redondeadas o mas oscuras que otfras células vistas al microscopio, o como puntos blancos cuando
son visualizadas ocularmente; el centro de la placa puede carecer de células debido a la lisis inducida por el virus.
Se proporciona una indicacién del titulo viral midiendo las “unidades formadoras de placas” (UFP). Los niveles de
infectividad viral pueden medirse en una muestra de material biolégico conservada de acuerdo a la presente
invencioén, y compararse con las muestras de control, tal como muestras o virus recientemente cosechados sujetos a
desecacion y/o variacién térmica sin adicién de la mezcla de conservacién de la presente invencion.

Algunos tipos de particulas virales de la invencion, tales como proteinas virales, las VLP, o algunos virus inactivados
no tienen la capacidad de formar placas en el ensayo de placas. En este caso, la conservacion puede medirse
mediante otros métodos, tales como métodos para determinar la inmunogenicidad, que son bien conocidos para los
expertos en el arte. Por gjemplo, ensayos in vivo e in vitro para medir las respuestas inmunes del huésped mediadas
por la célula o el anticuerpo son conocidos en el arte y adecuados para su uso en la presente invencion. Por
ejemplo, una respuesta inmune basada en un anticuerpo puede medirse comparando la cantidad, avidez y
distribucién isotépica de anticuerpos en suero en un modelo animal, antes y después de la inmunizacién utilizando la
particula viral conservada de la invencion.

Uso de particulas virales conservadas de la invencién
Vacunas

Las particulas virales conservadas de la presente invencion puede pueden encontrar uso como vacuna. Por ejemplo,
las particulas virales conservadas tales como los virus completamente muertos, virus vivos atenuados, virus
quimicamente inactivados, las VLP o los vectores virales vivos son adecuados para su uso como vacuna. Como
vacuna, las particulas virales conservadas de la invencion pueden ser utilizadas como antigenos o para codificar
antigenos tales como proteinas virales para el tratamiento o prevencion de una cantidad de condiciones que
incluyen, pero no se limitan a, infeccion viral, secuelas de una infeccion viral incluyendo, pero sin limitarse a,
toxicidad inducida por virus, cancer y alergias. Tales antigenos contienen uno o méas epitopos que estimularan el
sistema inmune de un huésped para generar una respuesta especifica al antigeno celular y/o humoral.

La vacuna conservada de la invencién puede ser utilizada para prevenir o tratar una infeccién por virus, tales como
virus de la gripe (tipos A, B y C), virus para-influenza, poliovirus, virus RSV, rinovirus, virus de la hepatitis A,
enterovirus, virus del sarampion, virus de las paperas, adenovirus, virus de la viruela y virus vaccinia. La vacuna
puede ademas ser utilizada para proporcionar una respuesta inmune adecuada contras numerosas enfermedades
veterinarias tales como la fiebre aftosa (incluyendo los serotipos O, A, C, SAT-1, SAT-2, SAT-3 y Asia-1), la gripe
aviar, el virus Hendra y Nipah, y el parvovirus canino. En un modo de realizacion, la vacuna es una subunidad,
conjugado o vacuna multivalente. Por ejemplo, la vacuna conservada de la invencion puede ser utilizada para tratar
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una infeccién por dos o mas tipos de virus diferentes tales como sarampién, paperas y rubéola (por ejemplo vacuna
MMR o triple virica).

Las composiciones de la vacuna de la presente invencidon comprenden particulas virales afiadidas a la mezcla de
conservacion de la invencidén. La composicion de la vacuna puede ademas comprender tampones adecuados y
aditivos tales como antibiéticos, adyuvantes u otras moléculas que aumentan la presentacion de antigenos de la
vacuna a células especificas del sistema inmune.

Una variedad de adyuvantes son bien conocidos en el arte y pueden ser utilizados para aumentar la potencia de la
vacuna y/o para modular las respuestas inmunes celulares y humorales. Adyuvantes adecuados incluyen, sin
limitarse a, sales minerales (por ejemplo, hidréoxido de aluminio (“alum”), fosfato de aluminio, fosfato célcico),
adyuvantes particulados (por ejemplo, virosomas, ISCOMS (complejo estructurado de saponinas y lipidos)),
derivados microbianos (por ejemplo, MPL (monofosforil lipido A), motivos CpG, toxinas modificadas que incluyen
adyuvantes TLR tales como flagelina), derivados de plantas (por ejemplo, saponinas (QS-21)) y adyuvantes
inmunoestimulantes endogenos (por ejemplo, citocinas y cualquier otra sustancia que actie como agente
inmunoestimulante para aumentar la efectividad de la vacuna).

La composicién de la vacuna de la presente invencion puede estar en forma criodesecada (liofilizada) para
proporcionar un almacenaje apropiado y maximizar la vida util en almacenamiento de la preparacién. Esto permitira
el almacenamiento de la vacuna durante periodos de tiempo prolongados y ayudara a mantener su
inmunogenicidad, potencia y eficacia. La mezcla de conservacion de la presente invenciéon esta particularmente
adaptada para conservar sustancias virales contra las tensiones por desecacion y térmicas con las que se enfrenta
durante los protocolos de criodesecacion/liofilizacion. Por lo tanto, la mezcla de conservacion es adecuada para
afiadirla al virus o particula viral poco después de la cosecha y antes de someter la muestra al procedimiento de
liofilizacion.

Para medir la conservacion de una vacuna preparada de acuerdo con la presente invencion, la potencia de la
vacuna puede medirse utilizando técnicas bien conocidas para los expertos en el arte. Por ejemplo, la generacion de
una respuesta inmune humoral o celular puede ser sometida a prueba en un modelo animal apropiado
monitorizando la generacién de anticuerpos o respuestas celulares inmunes ante la vacuna. La capacidad de las
muestra de vacuna preparadas de acuerdo con el método de la presente invencién de desencadenar una respuesta
inmune puede compararse con vacunas no sujetas a la misma técnica de conservacion.

Vectores virales

Un virus o vector viral conservado segun el método de la presente invencion, puede ser utilizado para transferir un
gen heterdlogo y otra secuencia de acido nucleico a las células diana. De forma adecuada, la secuencia heteréloga
(es decir, transgénica) codifica una proteina o producto génico que es capaz de ser expresado en la célula diana.
Transgenes adecuados incluyen genes indicadores deseables, genes terapéuticos y genes que codifican
polipéptidos inmunogénicos (para su uso en vacunas). La terapia génica, una aproximacion para el tratamiento o la
prevencion de enfermedades asociadas con la expresion defectuosa de genes, implica la introduccion de un gen
terapéutico en las células, seguido de la expresion y produccion de las proteinas requeridas. Esta aproximacion
permite el reemplazo de genes dafiados o la inhibicién de la expresion de genes no deseados. En particular, el
vector virico o viral conservado puede ser utilizado en la terapia génica para transferir a un paciente un transgén o
gen terapéutico que codifica polipéptidos inmunogénicos.

En un modo de realizaciéon preferido, la particula viral conservada es un vector viral vivo. Por “vector viral vivo” se
entiende un vector viral vico que es no patogénico o de patogenicidad baja para las especies diana, y en los que ha
sido insertado uno o mas genes que codifican antigenos que estimulan una respuesta inmune protectora contra
otros virus o microorganismos, un gen indicador o una proteina terapéutica. En particular, se introduce acido
nucleico en el vector viral, de tal manera que aun sea capaz de replicarse, expresando por tanto un polipéptido
codificado por la secuencia del acido nucleico introducida y en el caso de una vacuna, provocando una respuesta
inmune en el animal huésped infectado. En un modo de realizacion, el vector viral es un vector viral vivo atenuado,
es decir esta modificado para ser menos virulento (generador de enfermedad) que el virus de tipo silvestre.

La base de utilizar virus recombinantes como vacunas potenciales implica la incorporacion de genes especificos de
un organismo patogénico en el genoma de un virus no patogénico o atenuado. El virus recombinante puede
entonces infectar células eucariotas especificas ya sea in vivo o in vitro, y hacer que expresen la proteina
recombinante.

Las vacunas de vectores virales vivos obtenidas mediante la introduccién de genes que codifican secuencias de
organismos que originan enfermedad pueden ser preferidas sobre las aproximaciones con vacunas vivas atenuadas,
de subunidades o ADN. Una de las mas importantes caracteristicas de seguridad de vectores virales vivos es que
los receptores pueden quedar inmunizados contra antigenos especificos de organismos patdégenos sin una
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exposicion al propio factor de enfermedad. La seguridad se regula ademas mediante seleccion de un vector viral que
esta o bien atenuado para el huésped o que es incapaz de replicarse en el huésped, aunque todavia es capaz de
expresar el antigeno heterdlogo de interés. Una cepa de la vacuna que tiene un historial de seguridad en la especie
diana ofrece una caracteristica de seguridad adicional. Se han desarrollado diversos sistemas en los que al vector
se le han eliminado genes esenciales, y la preparacion de la vacuna se realiza en sistemas celulares que
proporcionan la funcién que falta.

Una variedad de vectores tales como vectores retrovirales, lentivirales, del virus del herpes, del virus de la viruela,
adenovirales y virales adenoasociados pueden ser utilizados para la administraciéon de genes heter6logos a las
células diana. El gen heterélogo de interés puede ser introducido en el vector viral. Los vectores virales de la
invencién pueden comprender por ejemplo un vector virico provisto en origen con capacidad de replicacion,
opcionalmente un promotor para la expresiéon del gen heterélogo y opcionalmente un regulador del promotor. Por
ejemplo, los adenovirus Utiles en la practica de la presente invencion pueden tener deleciones en la region E1 y/o E3
y/o E4, o pueden ser maximizados de otro modo para recibir ADN heterdlogo.

El vector viral puede comprender un promotor constitutivo tal como un promotor de citomegalovirus (CMV), promotor
del antigeno T grande SV40, promotor del virus LTR (repeticion terminal larga) de tumor de mama de raton,
promotor de adenovirus principal tardio (MLP), promotor del virus LTR de tumor de mama de ratén, el promotor del
virus LTR de tumor de mama de ratén, el promotor temprano de SV40, promotores de adenovirus tales como el
promotor de adenovirus principal tardio (Ad MLP), promotores de HSV (tales como los promotores HSV IE),
promotores de HPV tales como la region reguladora aguas arriba (upstream) de HPV (URR) o el promotor del virus
del sarcoma de Rous, junto con otras secuencias de acidos nucleicos virales ligadas de forma operativa al gen
heterdlogo de interés. Promotores inducibles o especificos al tejido pueden también ser utilizados para controlar la
expresion del gen heterdlogo de interés. Los promotores pueden también seleccionarse para ser compatibles con la
célula hospedadora para la cual esta disefiada la expresion.

El vector viral puede ademas comprender otros elementos moduladores de transcripcidén tales como potenciadores.
Los potenciadores estdn ampliamente definidos como agentes que actian en cis, los cuales cuando se encuentren
ligados de forma operativa a una secuencia promotora/génica, aumentaran la transcripcion de esa secuencia de
genes. Los potenciadores pueden funcionar desde posiciones que se encuentran mucho mas alejadas de una
secuencia de interés que otros elementos de control de la expresion (por ejemplo los promotores), y pueden operar
cuando estan situados en cualquier orientacion en relacion a la secuencia de interés. Los potenciadores han sido
identificados a partir de una serie de fuentes virales, incluyendo poliomavirus, virus BK, citomegalovirus (CMV),
adenovirus, virus simio 40 (SV40), virus del sarcoma de Moloney, virus del papiloma bovino y virus del sarcoma de
Rous. Ejemplos de potenciadores adecuados incluyen el potenciador génico temprano de SV40, el potenciador/
promotor obtenido a partir de repeticién terminal larga del virus del sarcoma de Rous, y elementos obtenidos a partir
de CMV humano o murino, por ejemplo, elementos incluidos en la secuencia A del intrén de CMV.

El vector viral que contiene un gen heterélogo de interés puede entonces ser conservado segun el método de la
invencién antes de su almacenamiento, sometiéndolo a técnicas adicionales de conservacion tales como liofilizacion,
0 su administracion a un paciente o célula hospedadora.

Pueden incluirse en el vector viral de la invenciéon acidos nucleicos que codifican polipéptidos conocidos por
presentar actividad antiviral, moléculas inmunomoduladoras tales como citocinas (por ejemplo, TNF-alfa,
interleucinas tales como la IL-6, y la IL-2, interferones, factores estimulantes de colonia tales como GMCSF),
adyuvantes y moléculas coestimuladoras y accesorias. De forma alternativa, tales polipéptidos pueden
proporcionarse por separado, por ejemplo en la mezcla de conservacion de la invencion, o pueden ser administrados
simultdneamente, secuencialmente o por separado con vectores virales de la invencion.

Preferiblemente, el vector viral conservado de la invencién puede ser introducido en células hospedadoras
adecuadas utilizando una variedad de técnicas virales que son conocidas en el arte, tales como por ejemplo
infeccibn con vectores virales recombinantes tales como retrovirus, virus del herpes simple y adenovirus.
Preferiblemente, la administracion del vector viral conservado de la invencion que contiene un gen de interés esta
mediada por la infeccién viral de una célula diana.

Una cantidad de sistemas basados en virus han sido desarrollados para transfectar células de mamiferos.

Por ejemplo, una molécula de acido nucleico recombinante seleccionada puede ser introducida en un vector y
empaquetada como particulas retrovirales utilizando técnica conocidas en el arte. El virus recombinante puede ser
aislado entonces y administrado a las células del sujeto ya sea in vivo o ex vivo. Los vectores retrovirales pueden
estar basados en el virus de la leucemia murina de Moloney (Mo-MLV). En un vector retroviral, uno o mas de los
genes virales (gag, pol & env) se reemplazan generalmente con el gen de interés.
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Se conocen una cantidad de vectores de adenovirus. Los serotipos 2 y 5 del subgrupo C de adenovirus son
utilizados comunmente como vectores. El genoma de adenovirus de tipo silvestre es de aproximadamente 35kb de
las que hasta 30kb pueden ser reemplazadas por ADN foraneo.

Existen cuatro unidades de transcripcion temprana (E1, E2, E3 & E4), que tienen funciones reguladoras, y un
transcrito tardio que codifica proteinas estructurales. Los vectores de adenovirus pueden tener el gen E1 y/o E3
inactivado. Los genes o gen que faltan pueden proporcionarse entonces en trans ya sea mediante un virus auxiliar,
un plasmido o integrado en el genoma de una célula auxiliar. Los vectores de adenovirus pueden utilizar un mutante
E2a sensible a la temperatura o una delecion de E4. Los vectores de adenovirus minimos pueden contener
unicamente las repeticiones terminales invertidas (ITR) y una secuencia de empaquetamiento alrededor del
transgén, donde todos los genes virales necesarios se proporcionan en trans mediante un virus auxiliar. Entre los
vectores adenovirales adecuados se incluyen, por tanto, vectores Ad5 y vectores de adenovirus de simio.

Los vectores virales pueden ademas obtenerse a partir de virus de la familia de la viruela, incluyendo virus vaccinia y
virus de la viruela aviar, tal como las vacunas de la diftero-viruela aviar. Por ejemplo, el virus vaccinia modificado de
Ankara (MVA) es una cepa del virus vaccinia que no se replica en la mayoria de los tipos de célula, incluyendo
tejidos humanos normales. Un vector de MVA recombinante puede, por lo tanto, ser utilizado para administrar el
polipéptido de la invencién.

Ademas, los tipos de virus tales como los virus adenoasociados (AAV) y el virus del herpes simple (HSV) pueden
también ser utilizados para desarrollar sistemas de vectores adecuados.

Excipiente

En la presente invencién, también se proporciona un excipiente para la conservacion de particulas virales. El
excipiente comprende (a) uno o mas azucares tal como sacarosa, rafinosa, estaquiosa, trehalosa, o un alcohol de
azucar o cualquier combinacion de los mismos; y (b) una N,N-di(alquilo C4-Ce)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1-Cg)-
glicina, o una sal o éster fisiolbgicamente aceptable de la misma y opcionalmente un compuesto de la férmula (Il) o
una sal o éster fisiologicamente aceptable del mismo. Preferiblemente, el excipiente consiste en, o consiste
esencialmente en, estos componentes.

Por "excipiente" se entiende una sustancia inactiva utilizada como un soporte para las particulas virales de la
invencion (por ejemplo, cuando las particulas virales se utilizan como una vacuna). Habitualmente, las particulas
virales (por ejemplo, para su uso como vacuna) se disuelven en o se mezclan con el excipiente, que actia como un
conservante de la particula y/o en algunos contextos ayuda a la administracién y absorcion en el organismo.
Ademas de la mezcla de conservacion de la presente invencién, un excipiente puede ademas comprender otros
conservantes tales como antioxidantes, lubricantes y aglutinantes bien conocidos en el arte, siempre que esos
ingredientes no reduzcan de forma significativa la efectividad de la mezcla de conservacion de la presente invencion.

Ensayo sobre un soporte sdlido

Las particulas virales conservadas almacenadas en un soporte sélido pueden ser utilizadas con propésitos de
diagnoéstico o para monitorizar un régimen de vacunacion. Por ejemplo, una muestra de un paciente tal como un
fluido corporal (sangre, orina, saliva, flema, jugos gastricos, etc) puede ser conservada de acuerdo con los métodos
descritos en la presente patente mediante desecacion de una mezcla que comprende la muestra del paciente y la
mezcla de conservacion de la presente invencion sobre un soporte solido. Las muestras de pacientes conservadas
pueden entonces ser sometidas a prueba en cuanto a la presencia de antigenos/ epitopos virales en la muestra
utilizando anticuerpos virales (por ejemplo utilizando un ELISA). De manera alternativa, las particulas virales de
interés pueden ser conservadas de acuerdo a los métodos descritos en la presente patente desecando una mezcla
que comprenda las particulas virales y la mezcla de conservacion de la presente invencién sobre un soporte sélido.
Las muestras de pacientes pueden ser sometidas a prueba en cuanto a la presencia de anticuerpos anti-virales
poniendo en contacto la muestra del paciente con un soporte sélido sobre el cual estan agregadas las particulas
virales de interés. La formacién de complejos antigeno-anticuerpo puede provocar una sefial medible. La presencia
y/o cantidad de complejos antigeno-anticuerpo en una muestra puede ser utilizada para indicar la presencia de una
infeccion virica o el progreso de un régimen de vacunacion en un paciente.

Administracion

Las vacunas conservadas o particulas virales segun la presente invencion pueden ser administradas, en algunos
casos, después de la reconstitucién de un producto liofilizado, a un sujeto in vivo utilizando una variedad de vias y
técnicas. Por ejemplo, las vacunas conservadas pueden proporcionarse en forma de una solucién, suspension o
emulsién inyectable, y ser administradas mediante una inyecciéon parenteral, subcutanea, oral, epidérmica,
intradérmica, intramuscular, interarterial, intraperitoneal e intravenosa utilizando una aguja y jeringuilla
convencionales, o utilizando un sistema de inyeccién liquida a presion. Las vacunas conservadas pueden ser
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administradas por via tépica en la piel o tejido de la mucosa, tal como por via nasal, intratraqueal, intestinal,
sublingual, rectal o vaginal, o puede proporcionarse a modo de pulverizacién dividida finamente adecuada para su
administracion respiratoria o pulmonar.

En un modo de realizacion, el método de la invencion puede comprender adicionalmente la etapa de procesamiento
de la mezcla en forma de una formulacién adecuada para su administracion como inyeccion liquida. Preferiblemente,
el método ademas comprende la etapa de procesamiento de la mezcla en forma de una formulacién adecuada para
su administracion mediante ingestién o por via pulmonar.

El producto conservado se administra a un sujeto en una cantidad que es compatible con la formulacién de
dosificacion y que sera profilactica y/o terapéuticamente efectiva. La administracion del producto conservado o
vacuna de la invencion puede ser bien para un propoésito “profilactico” o bien “terapéutico”. Tal como se utiliza en la
presente patente, el término “terapéutico” o “tratamiento” incluye cualquiera de lo siguiente: prevencion de la
infeccién o reinfeccion; reduccién o eliminacion de los sintomas; y reconduccidon o completa eliminacion de un
patégeno. El tratamiento puede ser efectuado de forma profilactica (previamente a la infeccion) o terapéutica (a
continuacion de la infeccion).

La N,N-di(alquilo C4-Cs)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1-Cg)-glicina, o una sal o éster fisiolégicamente aceptable de la
misma y un compuesto opcional de la férmula (ll) o una sal o éster fisiol6gicamente aceptable del mismo, y uno o
mas azucares, actua habitualmente como un agente de re-suspensién para un producto liofilizado que comprende

las particulas virales de la invencion, por ejemplo cuando se convierte en una forma liquida (solucién acuosa)
previamente a su administracion a un paciente.

Los siguientes ejemplos ilustran la invenciéon. Se emplearon los siguientes materiales, equipo y técnicas a menos
que se indique de otro modo en los Ejemplos:

Materiales

Células HEK-293 (ECACC 85120602)

Dimetilglicina DMG (Sigma D1156, Lote 077K1856)

Dimetilsulfona (MSM) (Sigma M81705, Lote 0001452516)

Sacarosa (Sigma 16104, Lote 70040)

Rafinosa (Sigma R0250, Lote 039K0016)

PBS (Sigma D8662, Lote 118K2339)

Agua (Sigma W3500, Lotes 8M0411 y RNBB1139)

Hydranal Metanol (Fluka 37817, Lote 8331D)

Hydranal Composite (Fluka 34805, Lote 8287A)

Viales de cristal de 5ml (Adelphi Tubes VCDO005)

Tapones de liofilizacion de 14mm (Adelphi Tubes FDIA14WG/B)

Tapas de 14mm (Adelphi Tubes CWPP14)

Adenovirus GFP (Vector Biolabs cat. 1060)

Cepas 3A y 1A del virus del sarampidn (obsequio proporcionado por P. Christian en NIBSC)
Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma D5796, Lote RNBB1139)
Suero fetal bovino (FBS) (Sigma F7524, Lote 109K3395)

Penicilina Estreptomicina (PS) (Sigma P4458, Lote 0409M00393)
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Citrato de sodio salino (SSC) (Sigma S6639, Lote 020M8404)
Linea células BHK-21 (ECCAC CB2857)

HEK 293 (ECACC 85120602)

MVA (ATCC-VR-1508)

Viales de cristal de 2ml (Adelphi Tubes VCDIN2R)

Tapones de liofilizacion de 13mm (Adelphi Tubes FDW13)
Cierres de capsula plegada (Adelphi Tubes COTW13)
Equipo

Liofilizador Advantage (VirTis)

Armario de seguridad HERAsafe™ clase Il (Thermo Fisher)
Liofilizador VirTis Advantage (Biopharma Process Systems)
Incubadora de CO; Binder (de Binder)

Camara de ensayo de termociclado Binder APT line TM MK (de Binder)
Incubadora Thermo Scientific MaxQ 4450 (de Thermofiser)
Pesa KERN EW220-3NM (VWR)

Congelador Elcold -45°C (VWR)

Congelador Forma 900 series -80°C (Thermofisher)
Valorador volumétrico de Karl Fisher (Mettler Toldeo)
Microscopio invertido DMIL LED (Leica, EQP#062)

Pesa ATL-84-1 Atlion (Acculab, EQP#088)

Incubadora IP250 37°C (LTE, EQP#016)

Protocolo de liofilizacion

Las muestra fueron liofilizadas con un liofilizador VirTis Advantage, utilizando el protocolo pre-programado que tiene
una duracién de 3 dias aproximadamente. Las muestras se congelaron a - 40°C durante 1 hora antes de aplicar un
vacio, inicialmente a 200 milliTorr con una bomba VLP Thermo Savant (Thermofisher, UK). La temperatura de
almacenamiento y de vacio se ajustd a lo largo del proceso y el condensador se mantuvo a -80°C. La etapa 8 se
alargd hasta que las muestras se taparon antes de liberar el vacio. El ciclo de desecacion se muestra a
continuacion:

Etapa | Temp de almacenaje (°C) | Tiempo (mins) | Rampa/Mantenido | Vacio (milli Torr)
1 -45 15 M -
2 -32 600 R 200
3 20 120 R 200
4 -10 120 R 200
5 0 120 R 200
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(continuacion)

Etapa | Temp de almacenaje (°C) | Tiempo (mins) | Rampa/Mantenido | Vacio (milli Torr)

6 10 120 R 200
7 20 120 R 200
8 20 1250 M 400

En la fase de desecacion primaria la temperatura de almacenamiento se eleva hasta -32°C de - 45°C. La fase de
desecacioén secundaria incluy6é una rampa de valor de temperatura hasta 20°C hasta que la desecacion se completa.
La temperatura del condensador se ajustd para permanecer a una constante de -80°C. Las sondas registraron las
temperaturas de almacenamiento y las temperaturas del condensador (ver las Figuras 2A y 2B).

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de una via, seguido de una comparaciéon por pares de Tukey para analizar la significancia
entre diferentes excipientes, utilizando el software PRISM Graphpad, version 4.00. Los resumenes del valor de p son
*=p< 0,10; **=p<0,05; ***=p < 0,005.

En algunos Ejemplos se calcularon los siguientes valores:
- R%= coeficiente de determinacion. Una medida de bondad del ajuste. R?<0,5=modelo de significancia baja.

- Q% = calculo de la precision de la prediccion. Una medida de bondad de la prediccion. Q? deberia ser >0,1 para un
modelo significativo. Q? deberia ser >0,5 para un buen modelo. R%-Q% < 0,2a0,3

- Validez del modelo (VM)= "una prueba de diversos problemas del modelo". Validez del modelo < 0,25 = indicador
de problemas del modelo estadisticamente significativos, por ejemplo valores extremos, modelo incorrecto /
transformacion.

- Reproducibilidad (Rep) = medida de la variacion entre las réplicas en comparacién con la variabilidad total.
Reproducibilidad > 0,5 implica significancia.

Ejemplo de referencia 1

Liofilizacion

Cada tipo de excipiente (ver Tabla 1 mas adelante) se preparé como una solucion madre y se afiadié 250ul a unos
viales de cristal de 5ml debidamente etiquetados. A continuacion, se afiadié 50ul de adenovirus a cada vial. Después
de vortizar, los viales se cargaron en el liofilizador VirTis Advantage y se liofilizaron de acuerdo al protocolo que se
proporciona en la seccidn de técnicas experimentales generales anterior.

Tabla 1 — Concentraciones finales de mezclas de excipientes

[ PBS [ Sac (1M) Raf (100mM) | Sac (1M) Raf (100mM), Dimetil suffona (1M) |

Prueba de exposicion térmica

A continuacion de la liofilizacién, las muestras fueron incubadas en una cdmara de ensayo de temperatura APT line
TM MK de Binder. Las muestras se sometieron a ciclos con una temperatura de 37°C durante 12 horas, una rampa
de una hora hasta -20°C, 10 horas a -20°C seguido de una rampa de una hora hasta 37°C. Cada ciclo ascendi6 a 24
horas y se repiti6 durante un periodo de 2 semanas antes de realizar un ensayo con adenovirus segun se ha
descrito anteriormente.

Ensayo con adenovirus (GFP)

96 placas de cultivo celular de fondo plano (Jencons, UK) se sembraron con células HEK 293 (ECACC 85120602) a
razén de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO; al 5%. Después de lograr una
confluencia del 90%, los viales que contienen el adenovirus mas el excipiente fueron reconstituidos en 300ul de
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PBS. Se realizé una etapa de dilucion de 1 en 10 tomando 20 pl del vial reconstituido y afiadiéndolo a 180 ul de
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Una dilucién de 1 en 100 adicional (de la muestra original) se
realiz6 tomando 20yl de la dilucion de 1 en 10 y afiadiéndolo a 180ul de DMEM. 100ul de cada una de las diluciones
resultantes (1 en 10 y 1 en 100) se afiadié entonces a los pocillos de la placa que contiene células HEK 293.
Adicionalmente, una muestra adicional de adenovirus, de la misma fuente y con la misma titulacién (en
almacenamiento a -80°C) utilizada en los tratamientos del excipiente, fue descongelada y utilizada para producir una
dilucion en serie de 1 en 10 (en DMEM). Las diluciones que estan en un rango de 1 en 10 en 10° también se
afadieron a pocillos individuales que contienen HEK 293s. A las 48 horas después de la inoculacion, el nimero de
células de GFP (Proteina verde fluorescente) por pocillo se contaron utilizando microscopio fluorescente, y este
namero se convirtid posteriormente a pfu/ml de las muestras tratadas, teniendo en cuenta el volumen aplicado y la
dilucioén del inoculo.

Resultados y discusién

Este experimento fue disefiado para evaluar el efecto de enfriamiento y calentamiento sobre la recuperacion viral en
presencia de excipientes durante el almacenaje. Los resultados demuestran una recuperacion deficiente en los
excipientes que contienen solamente azicares o P*BS (Figura 1). En excipientes que contienen azlcares mas
dimetilsulfona, la recuperacion fue significativamente mayor.

De manera adicional, los excipientes que contienen dimetilsulfona mostraron poco deterioro a continuacion de la
prueba de calor y congelacién en comparacién con las muestras de control. Los resultados indican que la
termoproteccion durante el proceso de FD (liofilizacion) es esencial, ya que los excipientes no adecuados tales como
los azucares solos o PBS, no producen ningun titulo virico significativo después de la FD. Sin embargo, cuand los
excipientes que contienen dimetil sulfona se utilizan en conjuncién con azucares, el titulo virico permanece cerca del
titulo original, incluso durante los ciclos de congelacién descongelacion.

Ejemplo de referencia 2

Cada tipo de excipiente mas el virus (ver la Tabla 2), se preparé como una solucion madre en PBS y se afiadié 250l
a unos viales de cristal de 5ml debidamente etiquetados. Todos los viales se prepararon por triplicado. Se afadio
50ul de adenovirus a cada vial. Después de vortizar, se introdujeron parcialmente tapones de goma y los viales se
cargaron en el aparato VirTis advantage y fueron liofilizados (FD) de acuerdo al protocolo de liofilizacion
proporcionado en la seccion de técnicas experimentales generales anterior. Después de la liofilizacién, las muestras
se analizaron para determinar el titulo virico utilizando el ensayo con adenovirus descrito en el Ejemplo 1.

Tabla 2
Composicion de excipientes | Concentracion final de excipientes
Sac / Raf + MSM 1M Sac 100mM Raf 0,35M MSM
Sac / Raf + MSM 1M Sac 100mM Raf 0,035M MSM
Sac / Raf + MSM 1M Sac 100mM Raf 0,0035M MSM
Sac / Raf + MSM 1M Sac 100mM Raf 0,35M MSM
Sac / Raf + MSM 1M Sac 100mM Raf 0,035M MSM
MSM 0,35M MSM
MSM 0,035M MSM
MSM 0,0035M MSM
MSM 0,35mM MSM
Sac / Raf 1M Sac 100mM Raf
PBS PBS

Los resultados se muestran en la Figura 3. Excipientes de PBS, sélo azucares y sélo MSM proporcionaron una
recuperacion deficiente. La recuperacion de virus aumenté significativamente cuando el excipiente incluyé MSM
ademas de azucares. Los resultados mostraron un efecto sinérgico entre el MSM y los azucares, mientras que el
MSM utilizado en solitario resultd ser un excipiente de estabilizacion deficiente.

Protocolo de humedad residual
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Se tomaron algunos viales para la medicion de humedad residual (ver Tabla 3 a continuacion). La evaluacion de la
humedad residual fue realizada utilizando un valorador volumétrico Karl Fisher. El valorador (Mettler Toledo) trabaja
en base al principio de que se consume un mol de |, para cada mol de H2O. El valorador fue validado utilizando un
estandar de 10mg/ml de agua (Sigma, UK).

La titulacion fue realizada pesando los viales que contenian la mezcla del excipiente desecado utilizando una pesa
(Kern, Germany). Se transfiere 1ml de liquido (hydranal metanol rapid e hydranal metanol composite, Fluka) desde
la cdmara de titulacién al vial de cristal utilizando una jeringuilla de 5ml y una aguja. Una vez que el excipiente se ha
disuelto en el liquido, se vuelve a recoger en la jeringuilla y el liquido se inyecta en la camara de titulacién. El vial se
volvié a pesar y la diferencia de peso (el peso del excipiente) se introdujo en el valorador. El valorador calcul6é
entonces la humedad residual.

Las mediciones indican que la presencia de MSM puede ayudar en la desecacion de la torta durante la desecacion
secundaria.

Tabla 3: humedad residual como porcentaje de la mezcla del excipiente liofilizada

Sac (1M) Raf(100mM) | Sac (1M) Raf(100mM), MSM (0,35M)

Porcentaje medio de humedad 6,5% 4,6%

Ejemplo 3

Una mezcla de excipiente mas virus se prepar6é y se procesd seglin se describe en el Ejemplo 2. El excipiente
contenia TMG y opcionalmente azucares. La concentracion final de cada componente en el excipiente antes de la
desecacién se muestra en la Tabla 4 a continuacion. Todos los viales se prepararon por triplicado.

Tabla 4

TMG (M) | Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | Virus
Prueba 0,7 1 100 Y

0,2 1 100 Y

0,07 1 100 Y
Excipiente solo 0,7 0 0 Y

0,2 0 0 Y

0,07 0 0 Y
Controles de ensayo | 0,7 1 100 N

0,7 0 0 N

Los resultados que utilizan TMG (Trimetilglicina) en el excipiente se muestran en la Figura 4. La TMG parece
aumentar la recuperacion de la infectividad adenoviral de muestras liofilizadas. Sin embargo, la concentracion mas
baja (0,07M) ofrece la mayor proteccién, y aumentar la concentracion de TMG por encima de esta concentracion
reduce la proteccién ofrecida. El tratamiento con 0,07M de TMG ofrecié una mayor proteccion que los azUcares por
si solos.

Ejemplo de referencia 4

El ejemplo 4 describe la experimentacion para aclarar la interaccion entre la S-metil-L-metionina (SMM), sacarosa y
rafinosa como excipientes en una formulacién de adenovirus liofilizada.

Preparacion vy liofilizacién del virus

El adenovirus recombinante (Vector Biolabs) que expresa la GFP aumentada bajo un promotor de CMV, y con un
titulo (previo a la congelacion) de 2x10° pfu/ml, se retir6 del almacenamiento a -80°C y se dej6 descongelar. Se
diluyeron 50ul de alicuotas del virus a 300ul en PBS que contenia una concentracion variable de cada uno de los
excipientes. En la Tabla 5 puede verse una lista completa de las formulaciones de excipientes sometidas a ensayo.
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Tabla 5 — Resumen de tratamientos de excipientes, cada tratamiento se realizé por triplicado

Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | SMM (M) | Prueba de exposicion térmica
0,0 0 0,000 37
0,0 0 0,007 37
0,0 0 0,023 37
0,0 0 0,070 37
0,0 0 0,230 37
0,0 0 0,700 37
0,0 0 1,000 37
0,1 10 0,000 37
0,1 10 0,007 37
0,1 10 0,023 37
0,1 10 0,070 37
0,1 10 0,230 37
0,1 10 0,700 37
0,1 10 1,000 37
1,0 100 0,000 37
1,0 100 0,007 37
1,0 100 0,023 37
1,0 100 0,070 37
1,0 100 0,230 37
1,0 100 0,700 37
1,0 100 1,000 37
0,0 0 0,000 4
0,0 0 0,007 4
0,0 0 0,023 4
0,0 0 0,070 4
0,0 0 0,230 4
0,0 0 0,700 4
0,0 0 1,000 4
0,1 10 0,000 4
0,1 10 0,007 4
0,1 10 0,023 4
0,1 10 0,070 4
0,1 10 0,230 4
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Tabla 5 (continuacion)

Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | SMM (M) | Prueba de exposicion térmica
0,1 10 0,700 4
0,1 10 1,000 4
1,0 100 0,000 4
1,0 100 0,007 4
1,0 100 0,023 4
1,0 100 0,070 4
1,0 100 0,230 4
1,0 100 0,700 4
1,0 100 1,000 4

Cada tratamiento se prepar6 en 6 réplicas en viales. Estas muestras se prepararon en viales de cristal de 5ml, se
introdujeron parcialmente tapones de goma, y después de vortizarlas se cargaron en el aparato VirTis advantage y
se liofilizaron bajo las condiciones que se muestran en la Figura 5.

Prueba de exposicion térmica con adenovirus liofilizado

Después de la liofilizacién, las muestras fueron retiradas inmediatamente y 3 réplicas de cada tratamiento se
situaron a 37°C para la prueba de exposicion térmica, mientras que las otras 3 se almacenaron a 4°C como
controles post-liofilizacion. La prueba de exposicion térmica se realizé durante 7 dias, después de los cuales todos
los viales se devolvieron a los viales de control y todos se mantuvieron a 4°C hasta que fue factible someterlos a
ensayo.

Ensayo con virus infeccioso recuperado de las tortas rehidratadas

96 placas de cultivo celular de fondo plano (VWR, UK) se sembraron con células HEK 293 (ECACC 85120602) a
razén de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO, al 5%. Después de lograr una
confluencia del 90%, los viales que contienen el adenovirus mas el excipiente fueron reconstituidos en 300ul de
PBS. Las muestras reconstituidas fueron diluidas en serie 1:10 y 1:100 en DMEM mas FBS al 5%. 100ul de cada
una de las muestras de virus diluidas resultantes se afiadieron a continuacion a pocillos individuales de la placa.
Después de unas 48 horas adicionales, se cont6é el nimero de células de GFP por pocillo utilizando microscopio
fluorescente.

Proteccién de infectividad adenoviral durante la liofilizaciéon (Figura 6)

Las muestras se sometieron a ensayo 33 dias después de la liofilizacién, y en el caso de las muestras sometidas a
la prueba de exposicién al calor, 7 dias a 37°C seguido de 26 dias adicionales almacenados a 4°C. Los resultados
se muestran en la Figura 6A.

La S-metil-L-metionina por si sola muestra una proteccion dependiente de la concentracion de adenovirus durante la
liofilizacion. La S-metil-L-metionina aumentada en la formulaciéon proporcion6 un aumento en la infectividad viral
recuperada de las muestras reconstituidas en este rango de concentraciéon. Una co-formulacién de S-metil-L-
metionina con el tratamiento de baja concentracion de azucares (0,1M de sacarosa, 10mM Rafinosa) no alter6 de
manera significativa esta relacion. Sin embargo, la co-formulacion de S-metil-L-metionina con el tratamiento elevado
en azucar (1,0M sacarosa, 100mM Rafinosa) si aument6 de forma significativa la recuperacion de infectividad viral a
bajas concentraciones de S-metil-L-metionina.

Ante esta evidencia, la formulacién 6ptima para la proteccién de la infectividad viral durante la liofilizacion pareceria
ser bien una alta concentracion de S-metil-L-metionina (>0,07M) sin azulcares, o bien una concentracion de menos
de 0,23M de S-metil-L-metionina en co-formulaciones con concentraciones altas de azicares (1,0M de sacarosa,
100mM de Rafinosa).

Proteccién de infectividad adenoviral durante la liofilizacion y prueba de exposicion térmica a 37°C (Figura 6)
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En ausencia de cualquier azucar en la formulacioén, la S-metil-L-metionina ofrece s6lo una muy limitada retencion de
la infectividad viral durante la liofilizacion y posterior prueba de exposicion térmica (Figure 6B). Incluso esta
proteccién limitada solamente se observa a concentraciones de 0,07M y superiores. La co-formulacién con una baja
concentracion de azucares (0,1M sacarosa, 10mM Rafinosa) ofrece igualmente poca proteccion, aunque la eficacia
puede ser aumentada a concentraciones bajas de S-metil-L-metionina.

La co-formulacién de S-metil-L-metionina con una alta concentracién de azucares (1M de sacarosa, 100mM
Rafinosa) demuestra un claro aumento de la proteccién entre 0,00M y 0,23M de S-metil-L-metionina, y este aumento
se encuentra bastante por encima de un efecto aditivo, y por lo tanto podria ser considerado, posiblemente, como
una verdadera sinergia tanto a 0,07/M como a 0,23M. Las concentraciones &éptimas parecen ser con S-metil-L-
metionina entre 0,05 y 0,1M formulada con concentraciones altas de azucares (1M sacarosa, 100mM Rafinosa). Sin
embargo, en este rango la recuperacion esta alrededor de 2-3x10° pfu/ml, lo que representa casi una reduccion
logaritmica sobre el titulo sometido a ensayo del virus introducido.

Ejemplo 5

El adenovirus recombinante (Vector Biolabs) que expresa la GFP (proteina verde fluorescente) aumentada bajo un
promotor de CMV, fue formulada con mezclas de excipientes de manera que, después de la liofilizaciéon, los niveles
de adenovirus infeccioso recuperado pudieran analizarse facilmente. Cada tipo de excipiente mas virus (ver Tabla 6)
se prepard como una solucion madre en PBS y se afiadieron 300pl a unos viales de cristal de 5ml debidamente
etiquetados. Después de vortizarlos, se insertaron parcialmente tapones de goma y los viales se cargaron en el
liofilizador VirTis Advantage y se liofilizaron (FD) segun el protocolo de liofilizacién proporcionado anteriormente.
Después de la liofilizacion, el titulo virico de las muestras se sometié a ensayo en un ensayo con adenovirus segun
se describe mas adelante.

Tabla 6 — concentraciones finales de las mezclas de excipientes en el Ejemplo 5

DMG (M) | Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | Virus
0,7 1 100

0,2 1 100 Y
0,07 1 100 Y

0,7 0 0 Y

0,2 0 0 Y
0,07 0 0 Y

0 1 100 Y

0 0 0 Y

Las muestras se liofilizaron en el liofilizador VirTis Advantage de acuerdo al protocolo proporcionado en la seccion
de técnicas experimentales generales anterior. Después de la liofilizacion, las muestras se sometieron a ensayo en
un ensayo con adenovirus tal como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Figura 7. La recuperacion del adenovirus liofilizado en PBS es habitualmente baja
y este hecho se reprodujo en este experimento.

La DMG por si sola proporcioné proteccion de la infectividad adenoviral durante la liofilizacién, y esto se compara
favorablemente en relacion al uso de los azucares por si solos. La formulacién de azdcares y DMG demostré una
proteccién dependiente de la dosis. La concentracion mas alta de DMG se muestra comparable con el adenovirus
previamente a la liofilizacion.

Ejemplo 6

El experimento en este Ejemplo se desarrolla en base a la capacidad de la DMG de proteger el adenovirus durante
la liofilizaciéon, en conjunto con la rafinosa y la sacarosa, explorando la capacidad de la DMG de proteger el
adenovirus durante la prueba de exposiciéon térmica. Se sometieron a prueba dos concentraciones de cada uno de
los azucares en una relacién estatica entre si (Alta concentracion de azucares = 1M de sacarosa con 100mM de
Rafinosa, baja concentracion de aziucares = 0,1M de sacarosa con 10mM de Rafinosa), mientras que se estudiaron
cinco concentraciones de DMG (0,007M, 0,023M, 0,070M, 0,230M, 0,700M).
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Una cepa de adenovirus que expresa la GFP fue formulada con las mezclas del excipiente de manera que, después
de la liofilizacion y del tratamiento térmico, los niveles de adenovirus infeccioso recuperado pudieran ser analizados
facilmente. El adenovirus fue formulado con los excipientes vy liofilizados antes de su almacenamiento a +4°C y
+37°C durante una semana. Las muestras se inocularon posteriormente contando el numero de células que
expresan la GFP- a las 48 horas posteriores a la inoculacion.

Materiales y métodos

Preparacion y liofilizacién del virus formulado

El adenovirus recombinante (Vector Biolabs) que expresa la GFP aumentada bajo un promotor de CMV, y con un
titulo (previamente a la congelacion) de 2x10° pfu/ml, se retiro del almacenamiento a -80°C y se dejo descongelar.
50ul de alicuotas del virus se diluyeron a 300ul en PBS que contiene una concentracion variable de cada uno de los
excipientes. Una lista completa de las formulaciones de excipientes sometidas a prueba puede verse en la Tabla 7 a
continuacion. Cada tratamiento se prepard en 6 réplicas de viales de 5ml. Se introdujeron parcialmente tapones de
goma, y después de vortizar los viales se cargaron en el liofilizador VirTis Advantage y se liofilizaron en el programa
10 (ver Figura 8).

Tabla 7 de tratamientos de excipientes, cada tratamiento se realizé por triplicado

Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | DMG (M) | Prueba de exposicion térmica (°C)
0,0 0 0,000 37
0,0 0 0,007 37
0,0 0 0,023 37
0,0 0 0,070 37
0,0 0 0,230 37
0,0 0 0,700 37
0,1 10 0,000 37
0,1 10 0,007 37
0,1 10 0,023 37
0,1 10 0,070 37
0,1 10 0,230 37
0,1 10 0,700 37
1,0 100 0,000 37
1,0 100 0,007 37
1,0 100 0,023 37
1,0 100 0,070 37
1,0 100 0,230 37
1,0 100 0,700 37
0,0 0 0,000 4
0,0 0 0,007 4
0,0 0 0,023 4
0,0 0 0,070 4
0,0 0 0,230 4
0,0 0 0,700 4
0,1 10 0,000 4
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Tabla 7 (continuacion)

Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | DMG (M) | Prueba de exposicion térmica (°C)
0,1 10 0,007 4
0,1 10 0,023 4
0,1 10 0,070 4
0,1 10 0,230 4
0,1 10 0,700 4
1,0 100 0,000 4
1,0 100 0,007 4
1,0 100 0,023 4
1,0 100 0,070 4
1,0 100 0,230 4
1,0 100 0,700 4

Prueba de exposicion térmica con el adenovirus liofilizado

Después de la liofilizaciéon, las muestras fueron inmediatamente retiradas y se colocaron 3 réplicas de cada
tratamiento a +37°C para la prueba de exposiciéon térmica mientras que las otras 3 fueron almacenadas a +4°C
como controles post-liofilizacion. La prueba de exposicion térmica tuvo una duracion de 7 dias, después los cuales
todos los viales se devolvieron a los viales de control y se mantuvieron a +4°C hasta que fue factible someterlos a
ensayo.

Ensayo con el virus infeccioso recuperado a partir de tortas rehidratadas

96 placas de cultivo celular de fondo plano (VWR, UK) se sembraron con células HEK 293 (ECACC 85120602) a
razén de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO, al 5%. Después de lograr una
confluencia del 90%, los viales que contenian el adenovirus mas excipiente fueron reconstituidos en 300ml de PBS.
Las muestras reconstituidas fueron diluidas en serie de 1:10 y 1:100 en DMEM méas FBS al 5%. 100ul de cada una
de las muestras de virus diluidas resultantes se afiadieron a continuacion a pocillos individuales de la placa.
Después de unas 48 horas adicionales, se cont6é el nimero de células de GFP por pocillo utilizando microscopio
fluorescente. Los resultados se muestran en las Figuras 9A y 9B.

Resultados y discusién

Proteccion de la infectividad adenoviral durante la liofilizacion (ver Figura 9A)

Las muestras almacenadas a 4°C durante la duracién del periodo de pruebas después de la liofilizacion, se
sometieron a ensayo como una representacion para los controles de liofilizacién y también como controles negativos
para la prueba de exposicién térmica. En ausencia de excipientes la liofilizacion de adenovirus durante este
experimento redujo la infectividad de la muestra de 1,5x106pfu/ml hasta menos de 1,Ox104pfu/ml.

El uso de la DMG como excipiente con adenovirus aumenté la recuperacion de la infectividad viral después de la
reconstitucion de tortas liofilizadas. La concentracion éptima de la DMG para la proteccién de adenovirus durante la
liofilizacion en este experimento garece ser 0,07M o mayor. Utilizando excipientes, pueden lograrse facilmente titulos
recuperados de entre 7,5-8,5x10°pfu/ml (en comparacioén con la introduccién de un titulo de 1,5x106pfu/ml).

Proteccion de la infectividad adenoviral durante la liofilizacién y a continuacion de la prueba de exposicion térmica a
+37°C (ver la Figura 9B)

No se observd una recuperacion de la infectividad viral detectable a partir de los viales que no contenian excipientes
(adenovirus en PBS) después de la prueba de exposicion térmica a +37°C. Esto representa una pérdida muy
significativa de la infectividad viral sobre las muestras con una formulacion equivalente mantenidas a +4°C.
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Es posible recuperar la infectividad viral después de la prueba de exposicion térmica con las muestras formuladas
con azucares unicamente (por ejemplo, 1,0M de sacarosa, 100mM de Rafinosa). Desafortunadamente, el titulo viral
recuperado es tan solo 4,3x104pfu/ml, en comparacion con 1,9x105pfu/ml de las muestras mantenidas a 4°C durante
la duracién del ensayo.

Cuando la DMG se utilizé como el Unico excipiente, la concentracion éptima de DMG parecia ser 0,07M o mayor con
una recuperaciéon de alrededor de 7,5x105pfu/ml. A concentraciones de hasta 0,07M (0,007-0,07M), existe una
correlacion positiva entre la concentraciéon de la DMG vy el virus recuperado. Por encima de 0,07M de DMG su efecto
parece saturarse.

La coformulacién de adenovirus con la misma concentracién de azucares inferior y la DMG a 0,07M o superior, fue
al menos tan buena como las concentraciones de DMG equivalentes en ausencia de cualquier azucar, y
posiblemente proporcioné un ligero aumento del efecto protector.

La coformulacion de DMG a 0,023M o menos, con una mayor concentracion de azucar (1,0M de sacarosa, 100mM
de Rafinosa), aumento la recuperacion a niveles comparables a los tratamientos en los que el efecto de la DMG se
creia saturado. Sin embargo, a concentraciones de DMG de 0,07M o por encima, la adicion de una elevada
concentracion de azdcar no tuvo un beneficio obvio. Estas observaciones sugieren que la adicién de azlcares a las
formulaciones de DMG en una concentracion mas elevada (1,0M de sacarosa, 100mM de Rafinosa) reduce la
cantidad de DMG requerida para saturar su efecto.

Ejemplo 7

El adenovirus recombinante (Vector Biolabs) que expresa la GFP aumentada bajo un promotor de CMV, fue
formulada con mezclas de excipientes de manera que, después de la liofilizaciéon, los niveles de adenovirus
infeccioso recuperado pudieran analizarse facilmente. Cada tipo de excipiente (ver Tabla 8 a continuacion) se
preparé como una solucion madre y se afiadieron 250ul a unos viales de cristal de 2ml debidamente etiquetados. Se
afiadieron 50ul de adenovirus a cada vial de las soluciones madre. Después de vortizarlos, los viales se cargaron en
el liofilizador VirTis Advantage y se liofilizaron.

Tabla 8 — concentraciones finales de las mezclas de excipiente para el Ejemplo 7

[ 0,7M de DMG [ 0,07M de Manitol | 0,7M de DMG, 0,07M de Manitol |

Protocolo de liofilizaciéon

Las muestra fueron liofilizadas con un liofilizador VirTis Advantage, utilizando el protocolo pre-programado que tiene
una duracion de 3 dias aproximadamente. Las muestras se congelaron a - 40°C durante 1 hora antes de que se
aplicara vacio, inicialmente a 300 milliTorr con una bomba VLP Thermo Savant (Thermofisher, UK). La temperatura
de almacenamiento y de vacio se ajusto a lo largo del proceso y el condensador se mantuvo a -80°C. La etapa 9 se
alargd hasta que las muestras se taparon antes de liberar el vacio. El ciclo de desecacién se muestra en la Tabla 9 a
continuacion:

Tabla 9 — condiciones del liofilizador

Etapa | Temp de almacenamiento (°C) | Tiempo (minutos) | Ramp/Hold | Vacio (milli Torr)
1 -45 15 300
2 -34 30 300
3 -34 1200 300
4 -20 120 300
5 -10 120 300
6 0 120 300
7 10 120 80
8 20 1250 80
9 20 1250 80
10 20 1250 80
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En la fase de desecacion primaria, la temperatura de almacenamiento se mantiene a -34°C. La fase de desecacion
secundaria incluyd una rampa hasta +20°C hasta que la desecacion se complet6. La temperatura del condensador
se ajustd para permanecer a una constante de -80°C. Las sondas registraron las temperaturas de almacenamiento y
las temperaturas del condensador (ver Figura 10).

Ensayo con adenovirus

96 placas de cultivo celular de fondo plano (Jencons, UK) se sembraron con células HEK 293 (ECACC 85120602) a
razén de 10° células por ml (100l por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO; al 5%. Después de lograr una
confluencia del 90%, los viales que contenian el adenovirus mas el excipiente fueron reconstituidos en 1ml medio
Esencial Minimo de Dulbecco (DMEM) mas suero fetal bovino al 5% (FBS). Se realizd una etapa de diluciéon de 1:10
tomando 100 pl del vial reconstituido y afiadiéndolo a 900 pyl de DMEM. 100ul del virus diluido resultante se afiadio
entonces a la primera fila en la placa y una dilucién de 1:2 se extendi6é por la placa. El proceso se repitié con el
siguiente excipiente. Después de 48 horas, el numero de células de GFP por pocillo se contaron utilizando
microscopio fluorescente.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de una via, seguido por un post-test de Bonferroni para analizar la significancia entre
diferentes excipientes utilizando el software PRISM Graphpad versiéon 4.00. Los resimenes del valor de p son *=p<
0,05; **=p<0,01; ***=p < 0,001.

Resultados y discusion

La Figura 11 muestra el beneficio de una combinacion de manitol y DMG en la conservacion del titulo de adenovirus
después de la liofilizacion. Después de la liofilizacion hubo una caida de aproximadamente medio logaritmo en el
titulo virico cuando se utiliz6 DMG como excipiente por si mismo. Cuando el manitol fue el Unico excipiente la
pérdida en el titulo fue mas significativa que con la DMG, siendo el titulo virico reducido en 2 logaritmos. Cuando, sin
embargo, tanto el manitol como la DMG se utilizaron, no hubo una pérdida significativa en el titulo y la apariencia de
la torta liofilizada mejoro.

Ejemplo 8

El objetivo del experimento en este Ejemplo era evaluar la formacién de la torta. El ejemplo 8 fue realizado de la
misma manera que el Ejemplo 7, excepto que se emple6 un panel mas amplio de mezclas de excipientes. Cada tipo
de excipiente (ver Tabla 10 a continuacién) se prepar6 como una solucion madre y se afadieron 300ul a unos viales
de k2 ml debidamente etiquetados. Después de vortizarlos, los viales se cargaron en el liofilizador VirTis Advantage
que se hizo funcionar segun el protocolo de liofilizacién proporcionado en la Tabla 9. Después de la liofilizacion, las
muestras fueron fotografiadas y evaluadas en cuanto a la formacioén de tortas.

Tabla 10 — Concentraciones finales de las mezclas de excipientes para el Ejemplo 8

0,7M de DMG, 0,7M de DMG, 0,7M de DMG, 0,7M de DMG, 0,7M de DMG, 0,7M de DMG,
0,018M de 0,03M de 0,07M de 0,15M de 0,29M de 0,58M de
Manitol Manitol Manitol Manitol Manitol Manitol

Se examind la apariencia de las tortas liofilizadas después de la liofilizacion. Los resultados se muestran en la Figura
12. Diversas concentraciones de manitol se utilizaron en presencia de 0,7M de DMG. La concentracién de manitol
mas elevada fue de 0,58M y la mas baja fue de 0,018M. A la concentracién mas elevada de manitol (0,58M), se
formo una torta opaca blanca. A medida que la concentracion disminuyé, se formé una espuma clara transparente
menos deseable.

Ejemplo 9

El Ejemplo 9 fue realizado de la misma manera que el Ejemplo 7, excepto en que se prepararon Unicamente dos
tipos de excipientes. El primer excipiente fue el adenovirus en PBS que se prepard hasta un volumen final de 300ul.
El segundo excipiente fue manitol (0,58M) y DMG (0,7M) con el adenovirus en viales de cristal de 2ml. Después de
vortizarlos, los viales se cargaron en el liofilizador VirTis Advantage y se liofilizaron de acuerdo con el protocolo
proporcionado en la Tabla 9. Después de la liofilizacion, las muestras o bien fueron sometidas a ensayo para
determinar el titulo virico, o bien tratadas con calor durante una semana a +37°C y a continuacién sometidas a
ensayo.
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Los resultados se muestran en la Figura 13. Después de la liofilizacion, hubo una caida en el titulo virico de mas de
medio logaritmo en los controles con PBS. No se observé una pérdida significativa en el titulo virico en las muestras
que contenian DMG y manitol, en comparacion con la solucion madre del virus original. Después del tratamiento con
calor a +37°C, hubo de nuevo una caida en el titulo virico mayor de medio logaritmo en los controles con PBS. El
titulo virico en las muestras que contenian DMG y manitol disminuy6 en aproximadamente un logaritmo de 0,3, en
comparacioén con el titulo de la solucion madre original.

Ejemplo10: Estabilizacion de adenovirus

Preparacion vy liofilizacién de virus

El adenovirus recombinante humano Ad5 (Vector Biolabs) que expresa la GFP aumentada (proteina verde
fluorescente) bajo un promotor de CMV, y con un titulo (previamente a la congelacion) de 6,7x10° pfu/ml en SSC, se
retir6 del almacenamiento a -80°C y se dej6 descongelar. Se afiadieron 50ul de alicuotas del virus a viales de
liofilizacion de 2 ml. A estas muestras de virus de 50ul se afiadié 250ul de una mezcla de formulacion compuesta de
DMG, MSM y opcionalmente sacarosa. Cada mezcla de formulacién se prepardé en SSC. La concentracién de DMG,
MSM y sacarosa en cada formulaciéon después de la adicién a la muestra del virus se muestra en la Tabla 11:

Tabla 11 — Formulaciones sometidas a prueba

Formulacién | Sacarosa (M) | MSM (M) | DMG (M)
1 0,00 0,10 0,10
2 0,15 0,10 0,10
3 0,00 1,00 0,10
4 0,15 1,00 0,10
5 0,08 0,55 0,55
6 0,08 0,55 0,55
7 0,08 0,55 0,55
8 0,00 0,10 1,00
9 0,15 0,10 1,00
10 0,00 1,00 1,00
11 0,15 1,00 1,00

Se introdujeron parcialmente tapones de goma. Después de vortizarlos, los viales se cargaron en un liofilizador Virtis
Advantage Plus EL85 y se fueron liofilizados en el programa 4. Por tanto, las muestras fueron liofilizadas utilizando
los ciclos de desecacién mostrados en la Tabla 12 a continuacion. Las muestras se congelaron a -45°C durante 1
hora antes de que se aplicara un vacio, inicialmente a 300 milli Torr con una bomba VLP Thermo Savant
(Thermofisher, UK). Se ajustdé la temperatura de almacenamiento y la de vacio a lo largo del proceso y el
condensador se mantuvo a -42°C. La etapa 11 se alargd hasta que las muestras se taparon antes de liberar el vacio.

Tabla 12 — Ciclos de desecacién

Etapa | Temp almacenamiento (°C) | Tiempo (minutos) | Ramp-Hold | Vacio (milli Torre)
1 -45 30 H 300
2 -34 30 R 300
3 -34 1200 H 300
4 -20 120 H 300
5 -10 120 H 300
6 0 120 H 300
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Tabla 12 (continuacion)

Etapa | Temp almacenamiento (°C) | Tiempo (minutos) | Ramp-Hold | Vacio (milli Torre)
7 10 120 H 80
8 20 120 H 80
9 30 1255 H 80
10 30 905 H 80
11 4 1255 H 80

En el tratamiento térmico, la temperatura de almacenamiento cay6 a -40°C.
Prueba de exposicion térmica con virus liofilizado

Después de la liofilizacién, los viales se taparon inmediatamente, se retiraron, se plegaron sobre el recipiente y a
continuacion se colocaron a 37°C para la prueba de exposicion térmica. La prueba de exposicion térmica tuvo una
duracion de 7 dias, después de los cuales todos los viales se volvieron a poner a 4°C hasta que fue factible
someterlos a ensayo.

Ensayo de adenovirus infeccioso recuperado a partir de tortas rehidratadas

96 placas de cultivo celular de fondo plano (VWR, UK) se sembraron con células HEK 293 (ECACC 85120602) a
razéon de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO, al 5%. Después de lograr una
confluencia del 90%, las células fueron inoculadas.

Los viales que contenian adenovirus mas excipiente fueron reconstituidos en 300ul de SSC. Se realiz6 entonces una
etapa de dilucién de 1 en 10 tomando 20pl del vial reconstituido y afiadiendo a 180ul de Medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM). Se realiz6 una dilucién adicional de 1 en 100 (de la muestra original) tomando 20pl de la
dilucién de 1 en 10 y afiadiéndola a 180ul de DMEM. Se afiadieron entonces 100ul de cada dilucién resultante (1 en
10 y 1 en 100), a los pocillos de la placa que contenia células HEK 293.

Ademas, una muestra adicional de adenovirus, de la misma fuente y con el mismo titulo (en almacenamiento a -
80°C) utilizada en los tratamientos de los excipientes, fue descongelada y utilizada para producir una diluciéon en
serie de 1 en 10 (en DMEM + 10% FBS). Las diluciones en un rango de 1 en 10 a 1 en 10° también fueron afadidas
a pocillos individuales que contenian células HEK 293. A las 48 horas después de la inoculacién, el numero de
células de GFP (Proteina verde fluorescente) por pocillo se conté utilizando microscopio fluorescente, y este numero
fue posteriormente convertido a pfu/ml de las muestras tratadas teniendo en cuenta el volumen aplicado y la dilucién
del indculo.

Resultados
Los resultados se muestra en la Figura 14. Cuando los datos se analizaron mediante analisis de regresion lineal
multiple (MLR, por sus siglas en inglés), utilizando el programa MODDE 9.0 (Umetrics, Suecia), se observé un efecto

sinérgico cuando se utilizaron MSM y DMG en combinacion y cuando se utilizaron DMG y sacarosa en combinacion.

Ejemplo 11: Estabilizacion de MVA

Preparacion y liofilizacién del virus

Se recuper6 MVA del almacenamiento a -80°C y se descongel6. 50ul de alicuotas se afiadieron a viales de
liofilizacion de 2 ml. A estas muestras de virus se afiadieron 250ul de una mezcla de formulaciéon detallada en la
Tabla 11 anterior. Se introdujeron parcialmente tapones de goma. Después de vortizarlos, los viales se cargaron en
un liofilizador Virtis Advantage Plus EL85 y se liofilizaron en el programa 4, tal como se describe en el Ejemplo 10.

Prueba de exposicién térmica del virus liofilizado

Después de la liofilizacion, los viales se taparon inmediatamente, se retiraron, se plegaron sobre el recipiente y
después se colocaron a 37°C para la prueba de exposicion térmica. La prueba de exposicion térmica tuvo una
duracion de 7 dias, después de los cuales todos los viales se volvieron a poner a 4°C hasta que fue factible
someterlos a ensayo.
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Ensayo de MVA infeccioso a partir de tortas rehidratadas

El MVA mas excipiente fueron reconstituidos en 300ml de SSC. Las muestras reconstituidas fueron diluidas y
sometidas a ensayo.

Las placas de ensayo (96 pocillos) se sembraron con células BHK-21 (100pl por pocillo, 10° células/ml). Las células
fueron diluidas en DMEM complementado con FBS al 10%, y PS al 1%. Las placas se colocaron a +37°C, + 5% CO;
durante 1 a 2 horas.

Mientras tanto, se prepard una dilucién en serie de las muestras de MVA formuladas (en los mismos medios de
cultivo) en un rango de 10" a 10™. Cada dilucion en serie se prepar6 4 veces. Se aplico 35ul de cada diluciéon a
pocillos individuales que contenian células BHK-21 y los pocillos se llenaron con 65yl adicionales de los medios.

El dia 6 después de la inoculacion, los pocillos se evaluaron en cuanto a la presencia o ausencia de efecto
citopatologico (CPE) y se calculd el TCIDsg. Estos se utilizaron a continuacién para calcular la concentracion de MVA
infeccioso por ml en los viales sometidos a prueba de exposicion térmica.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 15. El rango de respuestas en este estudio de cribado fue del 0,6-60,5% del
titulo de partida (ver la Figura 15). Esto se evalué en relacion a un segundo alicuota del virus mantenido a -80°C
hasta el ensayo. La figura 15 muestra la respuesta a cada tratamiento de la formulacién como un porcentaje de un
control positivo. La formulacién con el mejor rendimiento comprendia 0,15M de sacarosa, 1M de DMG, 1M de MSM.
En general, los resultados sugieren fuertemente que esta combinacion de excipientes tiene un potencial significativo
para la estabilizacion de virus en un entorno liofilizado.

Ejemplo 12
Materiales
Quimicos
Proveedor Cédigo de producto N° de lote
20x SSC Sigma S6639 020M8404
Betaina Sigma B2629 069K1514
Dimetil glicina Sigma D1156 077K1856
Dimetil sulfona Sigma M81705 0001452516
Medio de Eagle modificado por Dulbecco  Sigma D5796 RNBB1139
Suero Fetal bovino Sigma F7524 109K3395
Penicilina estreptomicina Sigma P4458 0409M0093
Rafinosa Sigma R0250 050M0053
S-metil metionina Sigma 64382
Sacarosa Sigma 16104 SZB90120
Agua Sigma W3500 8M0411
X-Gen 500 P-Lin Fermentas R0521 00064973
Biologicos
Proveedor Céddigo de producto
Adenovirus Vector Biolabs Ad-CMV-GFP
Linea celular BHK-21 ECACC CB2857
HEK 293 ECACC 85120602
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Otros
Fabricante Coédigo de producto
Viales de cristal de 5ml Adelphi Tubes VCDO005
Tapones de liofilizacién de 14mm  Adelphi Tubes FDIA14WG/B
Tapas de 14 mm Adelphi Tubes CWPP14
Viales de cristal de 2 ml Adelphi Tubes VCDIN2R
Tapones de liofilizacion de 13 mm  Adelphi Tubes FDW13
Cierres de capsula plegada Adelphi Tubes COTW13
Equipo
Fabricante Codigo de producto
Liofilizador Virtis Advantage Plus EL85 Virtis EQP#084
Armario de seguridad HERAsafe™ clase Il Thermo Fisher EQP#011&012
Microscopio invertido DMIL LED Leica EQP#062
Incubadora de CO; Binder Binder EQP#014
Congelador Forma 900 series -80°C Thermofisher  EQP#015
Pesa ATL-84-1 Atlion Acculab EQP#088
Incubadora IP250 37°C LTE EQP#016
Métodos

Diserio del Experimento

Se utiliz6 MODDE 9.0 para generar un disefio de cribado factorial completo de tres factores a dos niveles (ver Figura
16 que muestra valores codificados, y la Tabla 13 que muestra las concentraciones reales aplicadas). Este disefio
implica probar las combinaciones de los excipientes a niveles altos y bajos del rango sometido a prueba, ademas de
puntos centrales replicados. Los puntos centrales replicados ofrecen una indicacion de error en el experimento.

El disefio puede modelar efectos de 1er orden de cada factor sometido a prueba (excipiente) y las interacciones
entre ellos, es decir, determinar el impacto de la presencia de los excipientes para la formulacion. No puede modelar
efectos mayores de 2° orden, pero puede dar una indicacién de si estan presentes (curvatura en los datos). Los
efectos de segundo orden son el resultado de la covarianza dentro de los datos, es decir, dos 0 mas variables son
dependientes entre si. Aunque los efectos de 2° orden son de esperar, la intencién es utilizar este simple estudio de
cribado, con tratamientos minimos, para detectar cualquier efecto del excipiente y a continuacién continuar con
cualquier excipiente que tenga un efecto en un estudio mas sofisticado que pueda modelar los efectos de forma mas
precisa.

Estabilidad de adenovirus en un entorno liofilizado

Prueba de exposicion térmica y preparacion de adenovirus formulado en un entorno liofilizado

El adenovirus recombinante que expresa la GFP aumentada bajo un promotor de CMV, con un titulo (previamente a
la congelacion) de 6,7x10° pfu/ml en citrato de sodio salino (SSC), se retir6 del almacenamiento a -80°C y se dejo
descongelar a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 50ul de alicuotas del virus a 15 viales de
liofilizacion individuales de 2 ml. A cada vial se afadié 250ul de una mezcla de excipiente. Las formulaciones de la
mezcla de excipiente una vez mezcladas con el virus se describen en la Tabla 13 y se prepararon en SSC.
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Tabla 13
ID de la muestra Sacarosa (M) Rafinosa (mM) Excipiente Titulo (pfu/mi)
(M) DMG SMM TMG
1 0,15 15,0 0,10 3,6E+3 6,0E+2* 4,8E+3
2 1,50 15,0 0,10 6,0E+4 1,6E+5 1,0E+5
3 0,15 150,0 0,10 2,4E+3 6,0E+2* 5,4E+3
4 1,50 150,0 0,10 9,0E+4 2,3E+5 9,0E+4
5 0,83 82,5 0,55 1,4E+5 1,7E+5 5,3E+4
6 0,83 82,5 0,55 1,6E+5 2,1E+5 1,2E+4
7 0,83 82,5 0,55 1,1E+5 2,7E5** 7,8E+4
8 0,15 15,0 1,00 1,9E+5 4,0E+4 2,9E+5
9 1,50 15,0 1,00 2,2E+5 9,0E+4 1,1E+5
10 0,15 150,0 1,00 1,9E+5 1,1E+5 3,1E+5
11 1,50 150,0 1,00 8,4E+4** 1,7E+5 6,6E+3

*= conteo por debajo de niveles detectables / valor asignado de limite de deteccion para facilitar la transformacién de
datos.

**= punto de datos excluidos durante el ajuste fino del modelo como un valor atipico aparente

Se introdujeron parcialmente tapones de goma, y después de vortizar los viales se cargaron en un liofilizador y se
liofilizaron en el programa 4 (ver la Figura 17). Después de la liofilizaciéon las muestras fueron inmediatamente
tapadas bajo vacio, retiradas, cerradas con cierres plegados sobre el recipiente y colocadas a 37°C para la prueba
de exposicion térmica. La prueba de exposicion térmica tuvo una duracion de 7 dias, después de los cuales todos
los viales se mantuvieron a 4°C hasta que fue factible someterlos a ensayo. Las muestras liofilizadas fueron
reconstituidas en 300pl de SSC inmediatamente antes del ensayo.

Ensayo con adenovirus

Se prepararon células HEK 293 en placas de cultivo celular de 96 pocillos de fondo plano para la inoculacion
mediante sembrado a razén de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO; al 5%.
Después de 2 horas las células se inocularon tal como sigue a continuacion.

Las muestras de virus sometidas a la prueba de exposicién térmica fueron diluidas a una relacién de 1 en 10, y 1 en
100 en DMEM +10% FBS. Se afiadieron a continuacién 100ul de cada muestra del virus diluido resultante a pocillos
individuales de la placa de ensayo. De forma adicional, se descongel6 un segundo alicuota del adenovirus original
en SSC a partir de -80°C, y también se prepar6 una dilucién en serie de 10 veces (de 1 en 10 a 1 en 100.000) en
DMEM +10% FBS. Se inocularon dos repeticiones de esta dilucion en serie de control positivo a cada placa de 96
pocillos utilizada. Después de 48 horas adicionales, se contdé el nimero de células de GFP por pocillo se contd
utilizando microscopio fluorescente.

Resultados
General

Se observo un buen rango de respuestas en cada experimento. La mayoria produjo un rango de actividad viral
recuperada de entre tan solo un pequefio porcentaje y un 32-46% (ver Tabla 14).
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Tabla 14 — parametros de evaluaciéon del modelo y rango de respuestas para excipiente sometido a prueba

Parametros de evaluaciéon del modelo Dispersion de datos (% actividad recuperada)
R? Q? MW Rep. Baja Alta

DMG 0,95 0,88 0,94 0,89 0,36 32,84

SMM 0,5 0,4 0,71 0,88 0,09* 40,30

TMG 0,75 0,54 0,88 0,60 0,72 46,27

*= |limite por debajo de lo detectable para un valor umbral asignado para permitir una transformacién de datos mas
facil

Esta dispersion de respuestas fue suficiente para permitir que se aplicara un modelo adecuado. También es
indicativo de un efecto protector de las formulaciones.

En diversos modelos la respuesta mas baja estaba por debajo del umbral de deteccion del ensayo. Para facilitar la
transformacion de los grupos de datos (transformaciones logaritmicas) se asigné a la respuesta, en estos casos, el
nivel del umbral de deteccién, que en este caso (teniendo en cuenta el nivel contable y a continuaciéon tomando en
consideracion los factores de dilucién, etc.), es de 6x102 pfu/ml.

Se exponen analisis de modelizacién adicionales en la Tabla 15 a la 17.

Tabla 15 — parametros de evaluacion del modelo a partir de modelos en los que se permite una interaccion
de 2° orden no especifica

R? ‘ Q’ ‘ MV ‘ Rep.
DMG Sin curvatura
SMM 0,95 l 0,66 ‘ 0,89 ‘ 0,88
TMG Modelo no mejorado

Tabla 16 — coeficientes de retencidon en el modelo después del ajuste fino

Factores / Interacciones

NE | Sac | Raf | NExS | NExR | SxR | Curvatura

DMG | v v No
SMM | * v * * . Si
™G | v * . v . Si

Las siguientes abreviaturas/columnas estan presentes en la Tabla 16

NE = nuevo excipiente, Sac = sacarosa, Raf= rafinosa (todos efectos de 1er orden).
NEXS = interaccién entre el NE y sacarosa.

NEXR = interaccion entre el NE y rafinosa.

SxR = interaccion entre sacarosa y rafinosa.

Curvatura = indicacién de un efecto de 2° orden.

* = término no significativo retenido en el modelo para la estabilidad del modelo.
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Tabla 17 — coeficientes de retencion en el modelo después del ajuste fino y la inclusiéon de un efecto
hipotético de 2° orden

Factores / interacciones

NE ‘ Sac ‘ Raf ‘ NExS ‘ NExR ‘ SxR ‘ Término de 2° orden

DMG Sin curvatura
SMM | . ’ v ’ v ‘ v ‘ . ‘ ’ v
TMG Modelo no mejorado

Las siguientes abreviaturas/columnas estan presentes en la Tabla 17

NE = nuevo excipiente, Sac = sacarosa, Raf = rafinosa (todos efectos de 1er orden).
NExS = interaccién entre el NE y sacarosa.

NEXR = interaccion entre el NE y rafinosa.

SxR = interaccion entre sacarosa y rafinosa.

Curvatura = indicacién de efecto de 2° orden.

Término de 2° orden = un término de 2° orden previsto por curvatura en los datos, que refuerza los modelos. El
disefio experimental es incapaz de identificar efectos de 2° orden especificos.

DMG

Se observo una buena dispersion de respuestas en este grupo de datos (recuperacion de 0,36-32,84%) y de forma
notable la respuesta mas baja se encuentra por encima del limite de deteccién (ver Tabla 14). Un punto de datos,
muestra ID 11 (ver Tabla 13) fue eliminado del analisis después de ser identificado como un resultado de valor
atipico obtenido durante el ajuste fino del modelo. La razén de este resultado extremo no se conoce pero se cree
que se debe a un error de un operador. Todos los cuatro indicadores de la fuerza del modelo son elevados (ver
Tabla 14), y se observé ninguna curvatura en los datos (ver la Figura 19). Solamente dos factores criticos fueron
identificados por el modelo, se observé que la DMG vy la sacarosa son efectos de 1er orden positivos significativos
(ver Tabla 16 y la Figura 20). No se observo ningun otro efecto o interaccion. La rafinosa no mostr6 indicacion de
tener un efecto en el modelo, y por tanto recuperacion viral, en el rango sometido a prueba.

SMM

Se observ6 un buen rango de respuestas en este grupo de datos (recuperacion 0,09-40, 30%) (ver Tabla 14),
aunque el rango mas bajo estuvo por debajo del umbral de deteccion. Durante el ajuste fino del modelo un punto de
datos (muestra ID 7) se eliminé del analisis como un valor atipico obvio (ver Tabla 13). El primer modelo generado
identific6 Unicamente la sacarosa como un factor critico (ver la Figura 21), sin embargo, fue necesario retener los
factores no significativos (SMM, rafinosa, y SMM*sacarosa) dentro del modelo para alcanzar cualquier tipo de
significancia relevante.

Incluso asi, el modelo tiene un valor relativamente pobre en R* y Q% (0,5 y 0,4 respectivamente). La figura 22
muestra evidencia de curvatura en el modelo. Después de esta observacion, se desarroll6 un nuevo modelo con la
inclusion de un efecto de 2° orden. Como en ejemplos previos el efecto de 2° orden especifico no puede ser
identificado con este disefio experimental. EI nuevo modelo mostré un valor mas elevado en todos los cuatro
parametros de evaluacion del modelo. Este modelo identificd la sacarosa, y la rafinosa como efectos de 1er orden
ademas de una interaccion entre SMM y sacarosa, y el efecto putativo de 2° orden de un excipiente. (ver la Figura
23). Este nuevo modelo no mostrd evidencia alguna de curvatura dentro del modelo (ver la Figura 24).

™G
Se observé una buena difusién de respuestas en este grupo de datos (0,72-46,27%) y todos los puntos de datos
estuvieron por encima del umbral detectable (ver Tabla 13). Se generaron valores aceptables para todos los cuatro

parametros de evaluacién del modelo (ver Tabla 14). EI modelo identifica un efecto de 1er orden de TMG y una
interaccion entre TMG y la sacarosa (ver Tabla 16). La rafinosa y la sacarosa se identifican como factores no
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significativos, pero la sacarosa se retiene en el modelo para conservar el modelo jerarquico (ver la Figura 25). La
Figura 26 sugiere curvatura en el modelo; sin embargo, el modelo no resulté mejorado por la inclusidbn de una
interaccion de 2° orden, lo que sugiere alguna otra causa para la curvatura.

Ejemplo 13

5 Materiales

Quimicos
Proveedor Caddigo de producto N° de lote
20x SSC Sigma S6639 020M8404
Dimetil glicina Sigma D1156 077K1856
Medio de Eagle modificado por Dulbecco Sigma D5796 RNBB1139
Suero Fetal bovino Sigma F7524 109K3395
Penicilina estreptomicina Sigma P4458 0409M0093
Rafinosa Sigma R0250 050M0053
Sacarosa Sigma 16104 SZB90120
Agua Sigma W3500 8M0411
Biolégicos
Proveedor Codigo de producto
Adenovirus  Vector Biolabs Ad-CMV-GFP
HEK 293 ECACC 85120602
10 Otros
Fabricante Codigo de producto
Viales de cristal de 2 ml Adelphi Tubes VCDIN2R
Tapones de liofilizacion de 13 mm  Adelphi Tubes FDW13
Cierres de capsula plegada Adelphi Tubes COTW13
Equipo
Fabricante Cdédigo de producto
Liofilizador Virtis Advantage Plus EL85 Virtis EQP#084
Armario de seguridad HERAsafe™ clase Il Thermo Fisher EQP#011&012
Incubadora de CO; Binder Binder EQP#014

(continuacioén)

Fabricante Codigo de producto
Congelador Forma 900 series -80°C Thermofisher EQP#015
Pesa ATL-84-1 Atlion Acculab EQP#088
Incubadora IP250 37°C LTE EQP#016
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Métodos

Diserio del Experimento

Se utiliz6 MODDE 9.0 (Umetrics) para generar un disefio experimental de Doehlert (ver la Figura 27). Los disefios de
Doehlert son disefios de modelizacion de superficie de respuesta construidos a partir de simplex regular. Estos son
facilmente extensibles en diferentes direcciones, y pueden afiadirse nuevos factores a un disefio existente. A
diferencia de disefios de formulaciones regulares, los factores no significativos pueden ser eliminados del analisis y
por tanto no se convierten en un factor de confusién. Ademas, se someten a prueba diferentes factores dentro del
disefio en una cantidad de niveles diferentes, por lo que es posible asignar mas niveles de prueba para factores que
se sospechan son de mayor importancia. Por tanto, los excipientes se sometieron a prueba en 7 niveles, mientras
que la sacarosa se someti6 a prueba en 5 niveles y la rafinosa solo en 3 niveles. Este modelo mantiene la capacidad
de modelar efectos e interacciones de segundo orden. El disefio incluyé 3 factores y 3 réplicas de puntos centrales,
lo que dio como resultado 15 muestras de ensayo.

Se probo la sacarosa entre 0 y 1M. Tel nivel superior de sacarosa se establecié en 1M porque ha demostrado estar
cerca del limite para una liofilizacion aceptable. También ha demostrado ser un nivel altamente exitoso en estudios
previos, y en general las concentraciones mas altas de sacarosa no son deseables en preparaciones parenterales.
El nivel mas bajo de sacarosa se establecié en 0 M. La rafinosa se prob6 en un rango de 0 a 300nM, aunque la
naturaleza del disefio Doehlert significaba que los niveles no incluian OmM, en su lugar se probaron las siguientes
concentraciones; 27,5, 150,0, y 272,5mM.

La DMG se sometié a prueba en un rango lineal de 0 a 2M. Fue posible limitar este rango en base a experimentos
previos en los que la concentracion 6ptima estaba frecuentemente entre 0,5 y 1,5M en un entorno liofilizado.

Estabilidad de adenovirus en un entorno liofilizado

Prueba de exposicion térmica y preparacion del adenovirus formulado en un entorno liofilizado

El adenovirus recombinante que expresa la GFP aumentada bajo un promotor de CMV, con un titulo (previamente a
la congelacion) de 6,7x10° pfu/ml en SSC, se retird del almacenamiento a -80°C y se dejo descongelar a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 50ul de alicuotas del virus a 15 viales de cristal de 2 ml. A cada
vial se afadio 250ul de una mezcla de excipiente. Las formulaciones de la mezcla de excipiente una vez mezcladas
con el virus, se describen en la Tabla 18 y se prepararon en SSC.

Tabla 18
N° de Formulacion | Sacarosa | Rafinosa | DMG | Titulo (pfu/ml)
(M) (mM) (M)
1 0,25 150,0 0,13 4,8E+04
2 0,75 150,0 0,13 1,3E+05
3 0,5 272,5 0,42 3,0E+05
4 0,25 27,5 0,71 2,2E+05
5 0,75 27,5 0,71 3,1E+05
6 0 150,0 1,00 3,1E+05
7 0,5 150,0 1,00 5,2E+05
8 0,5 150,0 1,00 3,7E+05
9 0,5 150,0 1,00 4,6E+05
10 1 150,0 1,00 4,7E+05
11 0,25 2725 1,29 3,1E+05
12 0,75 272,5 1,29 3,3E+05
13 0,5 27,5 1,58 4,4E+05

37



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2543795 T3

Tabla 18 (continuacion)

N° de Formulacion | Sacarosa | Rafinosa | DMG | Titulo (pfu/ml)

(M) (mM) (M)
14 0,25 150,0 | 1,87 1,4E+05
15 0,75 150,0 | 1,87 2,5E+05

Se introdujeron parcialmente tapones de goma, y después de vortizar los viales se cargaron en un liofilizador Virtis
advantage y se liofilizaron en el programa 4 (ver la Figura 28). Después de la liofilizacion las muestras fueron
inmediatamente tapadas bajo vacio, retiradas, cerradas con cierres plegados sobre el recipiente y colocadas a 37°C
para la prueba de exposicion térmica. La prueba de exposicidon térmica tuvo una duracion de 7 dias, después de los
cuales todos los viales se mantuvieron a 4°C hasta que fue factible someterlos a ensayo. Las muestras liofilizadas
fueron reconstituidas en 300ul de SSC inmediatamente antes del ensayo.

Ensayo de adenovirus

Se prepararon células HEK 293 en placas de cultivo celular de 96 pocillos de fondo plano para su inoculacién por
sembrado a razon de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO; al 5%.Después de 2
horas las células fueron inoculadas tal como sigue a continuacion.

Las muestras de virus sometidas a prueba de exposicion térmica fueron diluidas en una relacién de 1 en 10, y 1 en
100 en DMEM +10% FBS. 100pul de cada una de las muestras de virus diluidas resultantes se afiadieron entonces a
pocillos individuales de la placa de ensayo. Adicionalmente, un segundo alicuota del adenovirus original en SSC, fue
descongelado a partir de -80°C, y también se preparé una dilucién en serie de 10 veces (de 1 en 10 a 1 en 100.000)
en DMEM +10% FBS. Se inocularon dos repeticiones de esta dilucion en serie de control positivo a cada una de las
placas de 96 pocillos utilizadas. Después de 48 horas adicionales, se cont6 el numero de células de GFP por pocillo
utilizando microscopio fluorescente.

Resultados

Se produjo un modelo fuerte en el que todos los cuatro indicadores sugerian una buena significancia (R2=0,93,
Q2=0,79, Validez del Modelo=0,98, Reproducibilidad=0,68) (ver la Figura 29). De éstas, la cifra para la
reproducibilidad es la Unica que es ligeramente baja, aunque esta bastante por encima de 0,5. La razén para que
este valor esté ligeramente mas bajo de lo que ha sido habitual podria ser la variacidén ligeramente mas alta entre los
puntos centrales replicados, o mas bien que el nivel de variacién entre estos es proporcionalmente mas grande en
comparacion con la variacion total en el ensayo.

El modelo identificd (ver la Figura 30) efectos de 1er orden tanto de la sacarosa como de la DMG, ademas de un
efecto de 2° orden de la DMG. No se observaron efectos de 1er o 2° orden de la rafinosa. Sin embargo, la rafinosa
no tiene una interacciéon con la DMG vy por tanto el coeficiente de rafinosa de 1er orden debe ser retenido en el
modelo para conservar la estructura jerarquica de los modelos. Ademas, el efecto de la rafinosa de 2° orden fue
retenido, ya que dio como resultado un modelo mas fuerte (seguin se evalua mediante los indicadores mostrados en
la Figura 29 y tratados anteriormente). En cualquier el efecto de la rafinosa de 2° orden estuvo cerca de la
significancia en un nivel de fiabilidad del 90% y puede ser un efecto genuino que simplemente no puede ser
detectado de forma concluyente en el rango probado.

La Figura 31 muestra una serie de graficos en 3D de la actividad virica recuperada (Eje Y) contra las
concentraciones de sacarosa variable (eje X) y la DMG (eje Z). “Bajo” indica una concentracion de rafinosa de OmM,
"Med" indica una concentracion de rafinosa de 150mM y "Alto" indica una concentracion de rafinosa de 300mM.

Cada grafico muestra el modelo a una concentracién estatica y variable de rafinosa. La conservacion mejorada de
adenovirus se logra aumentando la concentracién de sacarosa. Si esta tendencia continda, mas alla del rango
probado el experimento no es capaz de identificar un verdadero valor éptimo de sacarosa. En contraste, la
concentracién 6ptima de DMG se encuentra claramente dentro del rango probado. Aumentar la concentracion de
rafinosa parece disminuir la concentracion 6ptima de DMG.

Se utilizaron simulaciones Monte-Carlo para predecir una formulacién éptima (ver la Figura 32). Se predijo que un
valor éptimo de 0,5M de sacarosa, 1M de DMG, 150mM de Rafinosa produce un titulo virico de 4,2x105 pfu/ml o un
98% de ese valor de entrada antes de la prueba de exposicién térmica (en base a un control positivo que tenia un
titulo de 4,3x10° pfu/ml).
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El valor 6ptimo previsto se muestra en un grafico de contorno (Figura 33a) que pone el valor éptimo en contexto. El
modelo predice las regiones completas del espacio de disefio en el que las formulaciones producirian un 100% o
mas de actividad virica recuperada. Esta region necesita ser vista como una meseta en los datos dentro de la cual
seria de esperar una pérdida de la actividad virica cerca de cero. La Figura 33b destaca esta region. La figura
muestra que a medida que la concentracion de rafinosa es aumentada, la region baja el eje Y (concentracion de
DMG) y sube el eje X (concentracion de sacarosa).

Conclusiones

Una formulacién de DMG, sacarosa y rafinosa ha sido identificada con un potencial significativo para la conservacion
del adenovirus a través de la liofilizacién y la prueba de exposiciéon al calor. Los modelos basados en los datos
predicen que una recuperacion del 100% de la actividad viral es posible. En este modelo, se identifico una
concentracion optima de DMG de entre 0,5 y 1,5M. La concentracion 6ptima de sacarosa esta mas alla del rango
probado y también mas alla de otras restricciones de la concentracion de sacarosa. La rafinosa no parece ser un
factor critico en este modelo.

Ejemplo 14
Materiales
Quimicos
Proveedor Caddigo de producto N° de lote
20x SSC Sigma S6639 020M8404
Betaina Sigma B2629 069K1514
Dimetil glicina Sigma D1156 077K1856
Medio de Eagle modificado por Dulbecco Sigma D5796 RNBB1139
Suero Fetal bovino Sigma F7524 109K3395
Penicilina estreptomicina Sigma P4458 0409M0093
Rafinosa Sigma R0250 050M0053
Sacarosa Sigma 16104 SZB90120
Agua Sigma W3500 8M0411
Biologicos
Proveedor Coédigo de producto
Adenovirus  Vector Biolabs Ad-CMV-GFP
HEK 293 ECACC 85120602
Otros
Fabricante Codigo de producto
Viales de cristal de 2 ml Adelphi Tubes VCDIN2R

Tapones de liofilizacion de 13 mm  Adelphi Tubes FDW13
Cierres de capsula plegada Adelphi Tubes COTW13
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Equipo
Fabricante Caodigo de producto
Liofilizador Virtis Advantage Plus EL85 Virtis EQP#084
Armario de seguridad HERAsafe™ clase Il Thermo Fisher EQP#011&012
Microscopio invertido DMIL LED Leica EQP#062
Incubadora de CO; Binder Binder EQP#014
Congelador Forma 900 series -80°C Thermofisher ~ EQP#015
Pesa ATL-84-1 Atlion Acculab EQP#088
Incubadora IP250 37°C LTE EQP#016
+4°C congelador de muestras de largo plazo LEC EQP#090
Incubadora KB115 +25°C Binder EQP#008

Diseno del experimento

Se planed una estabilidad a largo plazo para someter a prueba la supuesta formulacion 6ptima de DMG, sacarosa y
rafinosa para adenovirus en un entorno liofilizado. Se sometieron a prueba tres formulaciones:

- Adenovirus en tampén de SSC solo;
- Adenovirus en 0,5M de sacarosa y 150mM de rafinosa en SSC; y
- Adenovirus en 0,5M de sacarosa, 150mM rafinosa y1M de DMG también en SSC.

Se seleccion6 una temperatura de ensayo de estabilidad a largo plazo de +4°C+3. Esto es ampliamente consistente
con las directrices estandar de la industria para los ensayos a largo plazo de productos pensados para su
almacenamiento refrigerado (+5°C+3). Se adopté una temperatura de estabilidad acelerada de +25°C y una prueba
de exposicion térmica de +37°C para representar una temperatura de la prueba de tensiones, o una temperatura
adicional de estabilidad térmica acelerada elevada.

Las muestras se probaron a 25°C y a 37°C, 1, 2, 5 y 15 semanas después de la liofilizacién. Las muestras a +4°C se
sometieron a prueba a las 15 semanas después de la liofilizacion.

Preparacién de una prueba de exposicion térmica del adenovirus formulado en un entorno liofilizado

El adenovirus recombinante que expresa la GFP aumentada bajo un promotor de CMV, con un titulo (previamente a
la congelacion) de 6,7x10° pfu/ml en SSC, se retiré del almacenamiento a -80°C y se dejo descongelar.
Posteriormente, se afiadieron 50ul de alicuotas del virus a viales de liofilizacion de 2 ml. A cada vial se afiadio 250l
de una mezcla de excipiente. Las formulaciones utilizadas de la mezcla de excipientes fueron tal como se ha
descrito anteriormente, concretamente (i) un tampén solo (SSC), (ii) azucares (0,5M de sacarosa, 150mM de
Rafmosa en SSC), y (iii) una formulacién o6ptima putativa (0,5M de sacarosa, 150mM de Rafinosa, 1M de DMG,
también en SSC).

Se introdujeron tapones de goma, y después de vortizar se cargaron en un liofilizador VirTis Advantage vy liofilizados
en el programa 1 (ver la Figura 34). Después de la liofilizacion las muestras fueron inmediatamente tapadas bajo
vacio, retiradas, cerradas con cierres plegados sobre el recipiente y divididas entre tres tratamientos térmicos.
Posteriormente, en cada punto de tiempo se recuperaron 2 viales de cada formulacién de acuerdo a la programacion
anterior y se reconstituyeron en 300ul de SSC inmediatamente antes del ensayo.

Ensayo de adenovirus

Se prepararon células HEK 293 en placas de cultivo celular de 96 pocillos de fondo plano para su inoculacion
mediante sembrado a razén de 10° células por ml (100ul por pocillo) y se mantuvieron a 37°C con CO; al 5%.
Después de 2 horas fueron inoculadas como sigue a continuacion.

Las muestras de virus sometidas a prueba de exposicion térmica fueron recuperadas de la prueba de exposiciéon
térmica tal como se ha descrito anteriormente diluidas en una relacién de 1 en 10, y 1 en 100 en DMEM +10% FBS.
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A continuacién 100yl de cada muestra de virus diluida resultante se afiadié a pocillos individuales de la placa de
ensayo.

Adicionalmente, un segundo alicuota del adenovirus original en SSC, se descongel6 a partir de -80°C y también se
preparé una dilucién en serie de 10 veces (de 1 en 10 a 1 en 100.000) en DMEM +10% FBS. Dos repeticiones de
esta dilucion en serie de control positivo fueron inoculadas a cada placa de 96 pocillos utilizada. Después de 48
horas adicionales, se contd el niUmero de células de GFP por pocillo utilizando un microscopio fluorescente.

Resultados

A las 15 semanas, (ver la Figura 35) no se recuperd ninguna actividad virica delas muestras formuladas en el
tampdn solo (SSC). La formulacion con azucares evita parte de esta pérdida. Sin embargo, Unicamente en las
muestras almacenadas a +4°C las pérdidas son menores de una caida de un logaritmo completo, es decir,
actividades recuperadas sobre un 10% del titulo de partida. En este tratamiento en este punto de tiempo las
pérdidas son progresivamente peores con la temperatura en aumento. Ya que la temperatura elevada es un modo
estandar de simular estudios de estabilidad térmica de mayor duracion (estabilidad acelerada), se sugiere que las
pérdidas de azucares no han alcanzado su punto final a +4°C, y que pueden esperarse pérdidas adicionales en el
tiempo.

Utilizando el valor éptimo putativo de la formulacién, las pérdidas se reducen adicionalmente. De hecho, en todas las
tres temperaturas de almacenamiento las pérdidas son aproximadamente una pérdida de medio logaritmo (33% de
actividad recuperada). Las respuestas en todas las tres temperaturas estan entre una recuperacion de un 27,84 y un
30,00%, lo que representa una pérdida de 0,52-0,54 logaritmos. No parece haber diferencias significativas entre las
tres temperaturas (+44°C, 25°C y +37°C) con esta formulacion. Esto implica que o bien (a) la degradacion ha
alcanzado un punto final y no puede esperarse mas degradacion en el tiempo, o (b) que la tasa de disminucion ha
sido tan lenta que la diferencia en los estudios de temperatura acelerada no pueden ser detectadas.

Las Figuras 36 y 37 respaldan mas aun estas observaciones. A ambas temperaturas, +25°C y +37°C, no se
recupera actividad virica alguna de las muestras almacenadas solo en tampén en cualquier punto de tiempo. Las
formuladas solo en azucares retienen algo de la actividad de principio a fin. Su actividad disminuye en un grado
ligeramente mayor y ligeramente mas rapido a mayor temperatura (+37°C). En la formulacion putativa éptima hay un
descenso pronunciado en la actividad viral a +37°C, pero ambas temperaturas descienden a niveles similares en el
tiempo.

Tanto a +25°C como a +37°C, con todas las formulaciones probadas tiene lugar la mayor parte del descenso en la
actividad virica entre t=0 y t=5 semanas. De hecho, en el caso de formulaciones de un tampén solo y de azucares,
una gran parte de la degradacion tiene lugar entre t=0 y t=1 semana. El valor de la respuesta utilizada como el t=0
fue el titulo del virus previamente a la liofilizacién y a la prueba de exposicion térmica, mientras que los puntos de
tiempo estan representados como semanas después de la prueba de exposicion térmica. Consecuentemente, las
diferencias observadas entre el t=0 y t=1 semana son la suma de la degradacion durante la liofilizacion y durante la
primera semana de la prueba de exposicion térmica.

Ejemplo 15

Materiales

Quimicos

Proveedor Coddigo de producto N° de lote

20x SSC Sigma S6639 020M8404
Betaina Sigma B2629 069K1514
Medio de Eagle modificado por Dulbecco  Sigma D5796 RNBB1139
Suero Fetal bovino Sigma F7524 109K3395
Penicilina estreptomicina Sigma P4458 0409M0093
Trimetil glicina Sigma
Agua Sigma W3500 8M0411
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Biologicos
Proveedor Cédigo de producto
Linea celular BHK-21 ECACC CB2857
MVA ATCC VR-1508
Otros
Fabricante Codigo de producto
Viales de cristal de 2 ml Adelphi Tubes VCDIN2R
Tapones de liofilizacion de 13 mm  Adelphi Tubes FDW13
Cierres de capsula plegada Adelphi Tubes COTW13
Equipo
Fabricante Cdédigo de producto
Liofilizador Virtis Advantage Plus EL85 Virtis EQP#084
Armario de seguridad HERAsafe™ clase Il Thermo Fisher EQP#011&012
Microscopio invertido DMIL LED Leica EQP#062
Incubadora de CO; Binder Binder EQP#014
Congelador Forma 900 series -80°C Thermofisher EQP#015
Pesa ATL-84-1 Atlion Acculab EQP#088
Incubadora IP250 37°C LTE EQP#016
Métodos

Diserio del Experimento

Se utiliz6é MODDE 9.0 (Umetrics) para generar un disefio experimental de Doehlert (ver la Figura 38), segun se
describe en el Ejemplo 13. Por tanto, la TMG se someti6 a prueba en siete niveles, mientras que la sacarosa se
sometid a prueba en cinco niveles y la rafinosa en ftres niveles. Este modelo mantiene la capacidad de modelar
efectos e interacciones de segundo orden. El disefio incluyé tres factores y tres réplicas de puntos centrales, lo que
dio como resultado quince muestras de ensayo.

Se sometié a prueba la sacarosa entre 0 y 1M. La rafinosa se prob6é en un rango de 0 a 300mM, aunque la
naturaleza del disefio de Doehlert significé que los niveles probados no incluian OmM. En su lugar se sometieron a
prueba los siguientes rangos: 27,5, 150,0, y 272,5mM. La TMG se probé en un rango lineal de 0 a 2M.

Prueba de exposicion térmica y preparacion de MVA formulado en un entorno liofilizado

Se recuperé MVA del almacenamiento a -80°C y se descongel6. Se afiadieron 50ul de alicuotas del MVA a viales de
cristal de liofilizacion de 2 ml, posteriormente se afadi6 a cada vial 250ul de una mezcla de excipiente. Las
formulaciones de la mezcla de excipiente una vez mezcladas con el virus, se describen en la Tabla 19 y se
prepararon en SSC.
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Tabla 19

N° de Formulacion | Sacarosa (M) | Rafinosa (mM) | TMG (M) | Titulo (pfu/ml)
1 0,25 150,0 0,13 1,1E+05
2 0,75 150,0 0,13 7,6E+04
3 0,5 272,5 0,42 1,7E+05
4 0,25 27,5 0,71 4,8E+05
5 0,75 27,5 0,71 7,6E+05
6 0 150,0 1,00 4,8E+05
7 0,5 150,0 1,00 7,6E+05
8 0,5 150,0 1,00 7,6E+05
9 0,5 150,0 1,00 7,6E+05
10 1 150,0 1,00 1,2E+06
11 0,25 272,5 1,29 4,8E+05
12 0,75 272,5 1,29 7,6E+05
13 0,5 27,5 1,58 3,0E+05
14 0,25 150,0 1,87 7,6E+05*
15 0,75 150,0 1,87 3,0E+05

* Indica un valor atipico eliminado del modelo

Se introdujeron parcialmente tapones de goma, y después de vortizar los viales se cargaron en un liofilizador Virtis
advantage y se liofilizaron segun se describe en la Figura 39. Después de la liofilizaciéon las muestras fueron
inmediatamente tapadas bajo vacio, retiradas, cerradas con cierres plegados sobre el recipiente y colocadas a 37°C
para la prueba de exposicion térmica. La prueba de exposicion térmica tuvo una duracién de 7 dias, después de los
cuales todos los viales se devolvieron a los viales de control y se mantuvieron a 4°C hasta que fue factible
someterlos a ensayo. Las muestras liofilizadas fueron reconstituidas en 300ul de SSC inmediatamente antes del
ensayo.

Ensayo de MVA

Las placas de ensayo (96 pocillos) se sembraron con células BHK-21 (100pl por pocillo, 10° células/ml). Las células
fueron diluidas en DMEM complementado con FBS al 10%, y PS al 1%. Las placas se colocaron a +37°C, + 5% CO
durante 1- 2 horas.

Mientras tanto, se prepard una dilucién en serie de 10 veces de las muestras de MVA (en los mismos medios de
cultivo) en un rango de 1 en 10 a 1 en 10.000. Cada dilucién en serie se preparé 5 veces. Se aplicé 100ul de cada
diluciéon a pocillos individuales que contenian células BHK-21 (segun se ha descrito anteriormente).

El dia 6 p.i. (después de la inoculacion), los pocillos se evaluaron en cuanto a la presencia o ausencia de CPE y se
calcul6 el TCIDsg. Estos se utilizaron a continuaciéon para calcular la concentracion de MVA infeccioso por ml en los
viales sometidos a prueba de exposicion térmica.

Resultados

Los datos de este estudio se muestran en la tabla 19. Las respuestas variaron de un 6 a un 92% del titulo de partida.
Durante el andlisis, la formulacién nimero 14 fue identificada como un claro valor atipico y se excluyé de este
analisis. Esto aumenté los parametros de evaluacion del modelo.

El modelo descrito aqui (ver las Figuras 40 y 41) demuestra un efecto de 1er orden para la sacarosa. Se observé
que la rafinosa no tenia ningun efecto de 1er orden pero si demostré una interaccion de 2° orden. No se observo que
la TMG tuviera un efecto de 1er orden es este estudio, pero se identificd un efecto de 2° orden. Finalmente, se
identificé una interaccién entre la sacarosa y la TMG.
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La Figura 42 muestra un grafico de contorno del modelo. El valor éptimo de concentracion de la TMG se encuentra
cerca del centro del modelo (alrededor de 1M), aunque éste varia ligeramente a medida que varian los otros
excipientes. La Rafinosa también muestra un valor 6ptimo. Finalmente, como regla general, a mayor concentracion
de sacarosa mejor conservacion del MVA.

Simulaciones Monte-Carlo identificaron un valor éptimo de 1M de sacarosa, 1,14M de TMG y 141,76mM de rafinosa
y proporcionaron una recuperacion prevista de 1,14x10° pfu/ml o 87,7% del titulo de partida.

Ejemplo 16
Materiales
Quimicos
Proveedor Cdédigo de producto N° de lote
20x SSC Sigma S6639 020M8404
Dimetil glicina Sigma D1156 077K1856
Medio de Eagle modificado por Dulbecco Sigma D5796 RNBB1139
Suero Fetal bovino Sigma F7524 109K3395
Penicilina estreptomicina Sigma P4458 0409M0093
Agua Sigma W3500 8M0411
Biologicos
Proveedor Cédigo de producto
Linea celular BHK-21 ECACC CB2857
MVA ATCC VR-1508
Otros
Fabricante Codigo de producto
Viales de cristal de 2 ml Adelphi Tubes VCDIN2R
Tapones de liofilizacion de 13 mm  Adelphi Tubes FDW13
Cierres de capsula plegada Adelphi Tubes COTW13
Equipo
Fabricante Codigo de producto
Liofilizador Virtis Advantage Plus EL85 Virtis EQP#084

Armario de seguridad HERAsafe™ clase Il Thermo Fisher EQP#011&012
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(continuacion)

Fabricante Caodigo de producto

Microscopio invertido DMIL LED Leica EQP#062
Incubadora de CO; Binder Binder EQP#014
Congelador Forma 900 series -80°C  Thermofisher EQP#015
Pesa ATL-84-1 Atlion Acculab EQP#088
Incubadora IP250 37°C LTE EQP#016

Métodos

Se utiliz6 MODDE 9.0 para generar un disefio central compuesto de cara centrada (CCF, por sus siglas en inglés)
(ver la Figura 43). Los disefios CCF son una forma de modelizaciéon de superficie de respuesta (RSM) que somete
prueba unicamente tres niveles de cada factor, pero sigue soportando un modelo cuadratico. A diferencia de disefios
de formulaciones regulares, los factores no significativos pueden ser eliminados del analisis y por tanto no se
convierten en un factor de confusion.

Prueba de exposicion térmica y preparacion del MVA formulada en un entorno liofilizado

Se recuperé MVA del almacenamiento a -80°C y se descongeld. Se afiadieron 50ul de alicuotas del MVA a viales de
cristal de liofilizacion de 2 ml. Posteriormente se afiadié a cada vial 250ul de una mezcla de excipiente. Las
formulaciones de la mezcla de excipiente una vez mezcladas con el virus, se describen en la Tabla 20 y se
prepararon en SSC.

Tabla 20
ID de la muestra | DMG (M) | Manitol (mM) | Titulo (pfu/ml)
1 0 6 1,20E+05
2 2 6 3,00E+05
3 0 600 3,00E+05
4 2 600 1,90E+05
5 0 303 7,60E+05
6 2 303 1,90E+05
7 1 6 1,20E+06
8 1 600 1,20E+06
9 1 303 1,20E+06
10 1 303 1,20E+06
11 1 303 7,60E+05

Se introdujeron parcialmente tapones de goma, y después de vortizar los viales se cargaron en un liofilizador Virtis
advantage y se liofilizaron segun se describe en la Figura 44. Después de la liofilizacion las muestras fueron
inmediatamente tapadas bajo vacio, retiradas, cerradas con cierres plegados sobre el recipiente y colocadas a 37°C
para la prueba de exposicion térmica. La prueba de exposicion térmica tuvo una duracién de 7 dias, después de los
cuales todos los viales se devolvieron a los viales de control y se mantuvieron a 4°C hasta que fue factible
someterlos a ensayo. Las muestras liofilizadas fueron reconstituidas en 300ul de SSC inmediatamente antes del
ensayo.

Ensayo de MVA

Las placas de ensayo (96 pocillos) se sembraron con células BHK-21 (100ml por pocillo, 10° células/ml). Las células
fueron diluidas en DMEM complementado con FBS al 10%, y PS al 1%. Las placas se colocaron a +37°C, + 5% CO;
durante 1- 2 horas.
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Mientras tanto, se prepar6 una diluciéon en serie de 10 veces de las muestras de MVA en los mismos medios de
cultivo, en un rango de 1 en 10 a 1 en 10.000. Cada dilucién en serie se prepar6 5 veces. Se aplicé 100ul de cada
diluciéon a pocillos individuales que contenian células BHK-21 (segun se ha descrito anteriormente).

El dia 6 p.i. (después de la inoculacion), los pocillos se evaluaron en cuanto a la presencia o ausencia de CPE y se
calcul6 el TCIDsg. Estos se utilizaron a continuacién para calcular la concentracion de MVA infeccioso por ml en los
viales sometidos a prueba de exposicién térmica.

Posteriormente, se prepar6 una dilucién en serie de dos veces del MVA formulado en un rango de 1 en 2.000 a 1 en
32.000. Estas diluciones se sometieron a ensayo por separado pero de la misma forma que antes.

Resultados

El ensayo del primer pase de estas muestras (intervalo logaritmico = 1) produjo Unicamente cinco niveles de
respuesta y uno de estos estaba por debajo del umbral de deteccion. Mas importante, seis de los once tratamientos
se encontraban por encima del umbral de deteccion maximo. Estas muestras se volvieron a someter a ensayo
(intervalo logaritmico = 0,3). Las muestras se mantuvieron en forma liquida a +4°C entre los dos ensayos. Algunas
muestras ofrecieron un valor significativo (entre los umbrales maximo y minimo) en ambos ensayos. Esto permitio la
determinacion de la pérdida entre los dos ensayos.

Después del ensayo de segundo pase ningun tratamiento produjo un titulo por debajo del umbral de deteccién. Para
facilidad de transformacion, se asigné a este tratamiento una respuesta igual al umbral de deteccién minimo.

El modelo generado a partir de estos datos es relativamente fuerte. Tres de cuatro parametros tiene un valor de
validez del modelo de 0,9 (R2=0,82, Q2=0,70, Validez del Modelo =0,91, Reproducibilidad =0,70) (ver Figura 45).

El modelo identificd Unicamente un factor significativo. Se observé que la DMG tenia un efecto de segundo orden
(no-lineal / cuadratico) (ver la Figura 46).

La Figura 47 muestra el modelo de RSM generado. Es efectivamente una curva de respuesta de la dosis de DMG
simple que no se ve modificada por el manitol dentro del rango de concentracion probado. La curva de respuesta de
la dosis identifica un claro valor 6ptimo de concentracién de DMG, como ocurre con las simulaciones monte-carlo
(ver la Figura 48). El valor 6ptimo de concentracion de DMG previsto es de 1,00M y la recuperacion prevista de
actividad viral es de un 117% del titulo de partida.
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REIVINDICACIONES
1. Método para conservar particulas virales que comprende:
(a) proporcionar una soluciébn acuosa de (i) particulas virales de Adenoviridae, Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae, (i) uno o mas azucares, y (iii) una N,N-
di(alquilo C1.6)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1,)-glicina, o una sal o éster fisiolbgicamente aceptable de la
misma; y
(b) desecar la solucién para formar una composicién que incorpora dicho virus.
2. Método segun la reivindicacion 1 en el que el compuesto (iii) es
(a) N,N-dimetilglicina o N,N,N-trimetilglicina, o una sal o éster fisiologicamente aceptable de la misma;
(b) N,N-dimetilglicina o N,N,N-trimetilglicina o una sal clorhidrato de la misma; o
(c) N,N-dimetilglicina o una sal o éster fisiolégicamente aceptable de la misma
3. Método segun la reivindicacion 1 o 2 en donde:
(a) la concentraciéon de N,N-di(alquilo C1.)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1.)-glicina o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable de la misma es de 0,1mM a 2,5M, y la concentracién de azucar o, si mas de un

azucar esta presente, la concentracién de azucar total es de al menos 0,01M,;

(b) la concentracién de N,N-di(alquilo Ci.6)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1.6)-glicina o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable de la misma es de 0,1mM a 3M; o

(c) la concentracion de N,N-di(alquilo Cis¢)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1is)-glicina o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable de la misma es (i) de 0,001M a 2,5M, de 0,01M a 2,5M o de 0,1M a 2M, o (ii) de
7mM a 1,5M o de 0,07M a 0,7M, o (iii) de 7mM a 1,5M o 0,07M a 1M, o (iv) de 005M a 2M, de 0,02M a 2M o
de 0,07M a 1M.

4. El método segun la reivindicacién 1 en donde la solucién acuosa ademas comprende un compuesto de la formula
(1) o una sal fisiol6gicamente aceptable de la misma

1D

en donde:
B X representa -S(O)2- 0 -S*(Rc)-;
B Ra y Ry representan independientemente alquilo Ci6; ¥
B R. representa alquilo C1.s sustituido con un anién carboxilado y con una fraccion amina (-NHy).

5. Método segun la reivindicaciéon 4 en donde el compuesto de la formula (ll) es un compuesto de sulfona de la
férmula (1IC):
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O, O

\/

Ra/ \Rb
(IC)

en donde R, y Ry representan independientemente alquilo Cq.
6. Método segun la reivindicacion 5 en donde:

(a) la concentracién de N,N-di(alquilo Ci.)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1.)-glicina o una sal o éster
fisiolégicamente aceptable de la misma en dicha solucién acuosa es de 0,1 a 1,5M, y/o

(b) el compuesto de sulfona de la formula (IIC) es metilsulfonilmetano, y/o

(c) la concentracién del compuesto de sulfona de la férmula (IIC) en dicha soluciéon acuosa es de 0,1 a
1,5M.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en las que:

(i) (@) la concentracion de azucar, o la concentracién total de azucar, es de 0,1M a 3M o 0,2M a 2M, (b) la
solucion para la desecacion comprende uno o mas azucares en una concentracion, o concentracion total de
azucar si se encuentra presente mas de un azucar, de al menos 0,1M, o (c) la concentracion de azucar de
la soluciéon acuosa es de 0,05 a 1M; y/o

(i) La solucion acuosa comprende un azucar no reductor o un alcohol de azucar; y/o
(iii) dos 0 mas azucares se utilizan y uno de los azlcares es sacarosa; y/o

(iv) dos o mas azucares se utilizan, uno de los azucares es sacarosa y la relacion de la concentracion de
sacarosa en relacion al otro azucar o azucares es de 1:1 a 20:1; y/o

(v) la solucion para la desecacion comprende manitol; y/o

(vi) esta presente un azicar que es manitol o estan presentes dos azlcares que son sacarosa Yy rafinosa;
y/o

(vii) la solucion acuosa comprende sacarosa o manitol; y/o

(viii) (a) la solucién acuosa es liofilizada, o (b) la soluciéon acuosa es liofilizada o desecada por pulverizacion,
o (c) la solucién acuosa es liofilizada en viales o ampollas que se sellan a continuacion.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que
(a) las particulas virales estan compuestas de un virus vivo o un virus muerto; y/o

(b) las particulas virales estan compuestas de un virus vivo o un virus muerto, y el virus vivo es un virus
completo o un virus vivo atenuado; y/o

(c) el virus se selecciona de un adenovirus, virus vaccinia, virus de la gripe o virus del sarampion.
9. Composicion que es sdlida y liofilizada y comprende N,N-di(alquilo C+)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C+.)-glicina o
una sal o éster fisiologicamente aceptable de la misma y uno o mas azucares, y que incorpora particulas virales

procedentes de Adenoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae.

10. Composicién segun la reivindicacion 9: (a) que comprende un azucar no reductor o alcohol de azucar, y/o (b) en
donde se encuentra presente un azucar que es sacarosa 0 manitol, o se encuentran presentes dos azucares que
son sacarosa y rafinosa.
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11. Composicién segun se define en la reivindicacion 9 o 10 para su uso como vacuna en la profilaxis o tratamiento
de toxicidad inducida por virus, infeccion viral, secuelas de una infeccién viral, cancer o alergia; o en terapia génica o
el tratamiento de una enfermedad autoinmune.

12. Una vacuna que comprende una composicién segun se define en la reivindicacion 9 o 10 que incorpora
particulas virales no infecciosas y opcionalmente un adyuvante.

13. Método de preparacion de una vacuna que incorpora particulas virales, cuyo método comprende:

(a) proporcionar una solucién acuosa de (i) particulas virales de Adenoviridae, Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae,

Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae, (ii) una N,N-di(alquilo C4)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C1.6)-glicina
o una sal o éster fisiolégicamente aceptable de la misma y (iii) uno 0 mas azucares; y

(b) opcionalmente afiadir un adyuvante, tampon, antibidtico y/o aditivo a la mezcla; y

(c) desecar la solucion para formar una composicion o composicion solida que incorpora dichas particulas
virales.

14. Composicion o polvos secos que comprende particulas virales o particulas virales no infecciosas procedentes de
Adenoviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae y que se obtiene
mediante un método segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o0 13.

15. Uso de una N,N-di(alquilo Ci)-glicina o N,N,N-tri(alquilo C4s)-glicina o una sal o éster fisiologicamente

aceptable de la misma y uno o mas azUcares para conservar particulas virales procedentes de Adenoviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Parvoviridae, Picornaviridae o Poxviridae.
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Fig. 3
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Fig. 16
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Fig. 27
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Fig. 38
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Fig. 40

Q2 21 Validez del modelo

Reproducibilidad

0.6

0.4-

0.24

0.0+

- -

- -

e e A - S

———— v i -

- . ———— ]

——— - S

-

- g

Titulo
N:14 no. Cond. 2541 5 DF:?

79



ES 2543795 T3

Fig. 41
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Fig. 45
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Fig. 47
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