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DESCRIPCION
Vacuna inactivada contra la poliomielitis

Campo de la invencion

[0001] La presente invencién se refiere a vacunas de la polio inactivadas. En particular, la presente invencion se
refiere a vacunas de la polio inactivadas, virus de la polio atenuados utilizados en la produccién de vacunas de la
polio inactivadas y a la preparacion de tales vacunas de la polio inactivadas.

Antecedentes de la invencién

[0002] La iniciativa de erradicacion mundial de la poliomielitis de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha
realizado grandes progresos. La principal herramienta utilizada en el programa ha sido la vacuna contra la polio oral
viva atenuada. Esta vacuna viva atenuada se conoce desde hace muchos afios para producir una vacuna asociada
a la poliomielitis en una pequefia proporcion de receptores 0 sus contactos, y mas recientemente para ser capaz de
revertir a un fenotipo transmisible, causando brotes en varias partes del mundo donde los programas de vacunacion
se han vuelto menos vigorosos, ya que la polio ha desaparecido. La excrecién prolongada de virus de la polio
derivado de la vacuna por algunos pacientes inmunodeficientes también ha sido bien descrita. Por tanto, el uso de
una vacuna oral contra la polio y su capacidad de alterar su fenotipo es un problema en la erradicacion de la
poliomielitis en todo el mundo.

[0003] Seria muy imprudente detener la vacunacion inmediatamente porque se crea que se ha aislado el dltimo virus
de tipo salvaje porque es posible que circule el virus de tipo salvaje sin ser detectado debido a la escasa vigilancia
en algunas zonas. Ademas, las personas inmunodeficientes pueden continuar excretando virus durante un tiempo
muy largo después de la vacunacion y podrian ser una fuente de reemergencia. Ademas, todavia puede haber
brotes causados por la vacuna oral de las ultimas rondas de su uso.

[0004] Se indica que, por lo tanto, la vigilancia arida de la vacunacion debe continuar durante algun tiempo después
de la erradicacion del virus de tipo salvaje. Esto requiere el uso de virus de la polio en laboratorios dedicados a la
vigilancia y la produccion de vacunas, que se referira principalmente a la fabricacién de vacuna contra la polio
inactivada (IPV) del tipo desarrollado por Salk.

[0005] La vacuna Salk se basa en tres cepas virulentas de tipo salvaje del virus de la polio salvaje, en concreto las
cepas Mahoney (virus de la polio tipo 1), MEF-1 (virus de la polio tipo 2), y Saukett (virus de la polio tipo 3),
cultivadas en células Vero ex vivo (Wood et al, Biologicals 25: 59-64, 1997). Los virus de la polio de tipo salvaje se
inactivan a continuacion con formalina para producir la IPV. Las cepas de tipo salvaje que actualmente se utilizan en
la produccién de IPV son conocidas por ser paraliticas en los seres humanos y se utilizan en grandes cantidades en
la produccion de IPV. Esto presenta un serio problema de contencién que puede no ser facil de conciliar con las
escalas de produccién necesarias para IPV. Algunos han expresado su interés en el uso de las mismas cepas en la
fabricaciéon de la vacuna inactivada como se usan en la vacuna oral sobre la base de que estan atenuadas y por lo
tanto presentan un menor riesgo caso si se escapan. Sin embargo, su inestabilidad en la replicacién en los seres
humanos significa que siguen siendo peligrosas, y sus propiedades inmunogénicas son diferentes de las de las
cepas de tipo salvaje que actualmente se utilizan, de manera que seria necesario un importante programa de
desarrollo clinico para desarrollar una IPV sobre la base de estas cepas.

[0006] Las vacunas de virus de la polio vivas atenuadas desarrolladas por Sabin en la década de 1950 utilizando
procedimientos esencialmente empiricos se han utilizado en todo el mundo como vacunas de la polio orales vivas.
En los ultimos afios, los cientificos han empleado una serie de técnicas de biologia molecular en un intento de
elucidar el mecanismo por el cual se reduce la neurovirulencia de estas cepas vacunales. La mayoria del trabajo se
ha concentrado en los serotipos 1 y 3. Para ambos las secuencias de nucleétidos completas de las cepas vacunales
se han comparado con las de sus progenitores neurovirulentos. En el caso de virus de la polio de tipo 1, la cepa
vacunal difiere de su progenitor en 47 posiciones en el genoma de 7441 bases (Nomoto et al, Proc Natl Acad Sci
USA 79: 5793-5797, 1982). Estudios analogos sobre el virus de la polio tipo 3 revelan sélo hay 10 diferencias en la
secuencia de nucledtidos en el genoma de 7432 bases entre la vacuna y su cepa progenitora (Stanway et al, Proc
Natl Acad Sci USA 81: 1539-1543, 1984).

[0007] La cepa de tipo 2 se desarrollé a partir de una cepa parental atenuada de forma natural, pero el analisis de
una cepa de reversion neurovirulenta, aislada de un caso de poliomielitis asociada a la vacuna, identifico6 17
diferencias de Sabin 2 (Pollard et al, J. Virol 63: 4949-4951, 1989).

[0008] Se ha propuesto previamente un modelo para la estructura secundaria de la region 5' no codificante del
genoma de la cepa del virus de la polio tipo 3 (Skinner et al, J. Mol Biol 207: 379-392, 1989). En lo que respecta al
dominio V (nucleodtidos 471-538), las bases en las posiciones 471-473 y 477-483 estan emparejadas con bases en
las posiciones 538-536 y 534-528, respectivamente, de la siguiente manera:
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471 477 483
..UccC ... CCA UGG ...
A
.. AGG ... GGU GCC ..
U
538 534 528

[0009] Para mayor comodidad, las regiones emparejadas se denominan tallo (a) (471-473/538-536) y tallo (b) (477-
483/534-528). Los virus de la polio atenuados en los que un par de bases del tallo (a) o vastago (b) del dominio V se
invierte se dan a conocer en el documento EP-A-0383433. Los virus de la polio atenuados que no tienen un par de
bases U-G u otro desajuste de pares de bases (fuera del emparejamiento de bases de Watson-Crick) en el tallo (a) o
(b) del dominio V de la regién 5’ no codificante del genoma del virus de la polio se describen en el documento
WQ098/41619 y WO 2008/017870. Estos virus de la polio atenuados tienen sustancialmente la misma atenuacion
gue, o mayor atenuacion que, la cepa vacunal parental de Sabin (de modo que son seguros para usar), pero son
mucho mas estables genéticamente.

Descripcion resumida de la invencién

[0010] Los presentes inventores han desarrollado cepas de virus de la polio recombinantes intertipicas para su uso
como semillas de IPV. Las cepas de virus de la polio de la invencién presentan propiedades inmunogénicas
mejoradas y capacidades de crecimiento aumentadas en células de cultivo de tejidos. Las cepas de virus de la polio
de la invencion también son atenuadas y genéticamente estables, lo que las hace seguras para su uso en la
produccion de IPV. En particular, los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que los virus de la
polio recombinantes intertipicos que comprenden una regién 5’ no codificante de Sabin 3, proteinas de la capside de
Sabin 1, Mahoney, MEF o Saukett y regiones codificantes no estructurales y regiones 3' no codificantes de Sabin 3
presentan propiedades inmunogénicas mejoradas en comparacion con la cepa de Sabin 3 con las mismas
modificaciones genéticas en la regidon 5’ no codificante. Las cepas de virus de la polio de la invencién pueden
cultivarse en cultivo de tejidos y tienen la inmunogenicidad necesaria para actuar como semillas de IPV, pero no se
replicaran en absoluto en seres humanos en caso de ser expuestos incluso a grandes cantidades.

[0011] Por consiguiente, la presente invencion proporciona un virus de la polio recombinante atenuado que tiene:
(i) una region 5’ no codificante que consiste en la region 5’ no codificante de Sabin 3, modificada de manera que no
tiene un desajuste de pares de bases en el tallo (a) o (b) del dominio V, en que:

(a) un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-537 en el tallo (a) y en las posiciones
478-533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta presente en las posiciones 479-532 y
482-529 en el tallo (b); o

(b) un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-537 en el tallo (A) y en las posiciones
478-533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta presente en las posiciones 477-534,
479-532 y 482-529 en el tallo (b);

y
(i) una regién codificante de la capside P1 de la cepa Sabin 1, Mahoney, MEF o Saukett.

[0012] La presente invencion también proporciona:
- un virus de la polio inactivado de la invencién para usar en una vacuna,;
- el uso de un virus de la polio de la invencion como semilla de una vacuna contra la polio inactivada (IPV);
- una vacuna que comprende un virus de la polio inactivado y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable
y, opcionalmente, un adyuvante;
- un procedimiento para preparar una vacuna contra la polio inactivada, que comprende:
(i) crecer un virus de la polio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en un cultivo celular ex
Vivo;
(ii) inactivar dicho virus de la polio; y
(iii) formular dicho virus de la polio inactivado con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

[0013]

La figura 1 muestra la estructura secundaria de ARN predicha del dominio V (nucleétidos 471-538) de la cepa
vacunal de tipo 3 de Sabin y las cepas S15, S17, S18 y S19. Las mutaciones introducidas en las cepas modificadas
se muestran en negrita.

La Figura 2 muestra las estructuras genémicas de cepas modificadas basadas en S18. El sitio de restriccion Unico,
presente o introducido en la cepa S18, se utiliza para intercambiar las regiones codificante del dominio V y/o
proteina de la capside (P1). La nomenclatura del virus sigue el formato en el que "S19/MahP1" indica un virus con la
secuencia del dominio V de S19, la secuencia de la capside de Mahoney y la regién codificante no estructural de
Sabin 3.

La Figura 3 ilustra la sensibilidad a la temperatura de cepas de tipo 3 en diferentes células. Los virus se analizaron
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mediante la formacién de placas a diferentes temperaturas en células L20B, Vero, MRC5 y células Hep2C y los
resultados se representaron en graficos que muestran la reduccion de PFU a cada temperatura en comparacion con
PFU a 31°C.

La figura 4 muestra el crecimiento en una etapa en células MRC5 a 33°C. Las laminas de células replicadas se
infectaron de forma sincronica con los virus de tipo 3, se incubaron a 33°C, a continuacion se recogieron a diferentes
tiempos y se determinaron los titulos de los virus.

Descripcion detallada de la invencién

[0014] EI genoma del virus de la polio es una Unica molécula de ARN lineal que se traduce por la célula huésped
como un polipéptido largo. ElI ARN del virus de la polio comprende un extremo 5’ largo muy estructurado que no
codifica para un producto polipéptido y contiene seis dominios, | a VI. Varios de estos dominios juntos (incluyendo el
dominio V) comprenden un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES), que determina el inicio de la traduccion. La
region codificante del ARN vdel irus de la polio se divide en dos regiones, una que codifica para proteinas
estructurales que constituyen la capside viral, y la otra que codifica para proteinas no estructurales, tales como
proteasas virales, y una ARN polimerasa dependiente de ARN viral. La regién 3’ no traducida es menos compleja
que la regién 5' no codificante.

[0015] Los presentes inventores han desarrollado cepas recombinantes intertipicas de virus de la polio que poseen
mutaciones en el dominio V de la region 5’ no codificante, y asi estan atenuadas en comparacién con las cepas del
virus de la polio de tipo salvaje y son genéticamente estables. Las cepas de virus de la polio recombinantes
intertipicas de la invencién también tienen una o mas regiones codificante de la capside P1 de las cepas del virus de
la polio Sabin 1, Sabin 2, Sabin 3, Mahoney, MEF o Saukett. Las proteinas de la capside del virus de la polio forman
la cubierta proteica que rodea a la particula del virus de la polio. Por tanto, estas proteinas de la capside estan
expuestas al sistema inmune del huésped y dirigen la respuesta inmune del huésped al virus de la polio. EI cambio
de la region codificante del virus de la polio recombinante intertipico permite manipular las propiedades
inmunogénicas de los virus de la polio.

[0016] Por consiguiente, los virus de la polio atenuados de la invencion comprenden la region 5’ no codificante de
Sabin 3, que ha sido modificada de modo que los tallos (a) y (b) del dominio V no contienen un desajuste de pares
de bases, en que:

(a) un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-537 en el tallo (a) y en las posiciones 478-
533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta presente en las posiciones 479-532 y 482-529 en
el tallo (b); o

(b) un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-537 en el tallo (A) y en las posiciones 478-
533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta presente en las posiciones 477-534, 479-532 y
482-529 en el tallo (b);

y el virus de la polio atenuado de la invencion comprende también todas las proteinas estructurales de las cepas de
Sabin 1, Sabin 2, Sabin 3, Mahoney, MEF o Saukett, preferiblemente de Sabin 1, Mahoney, MEF y/o Saukett y mas
preferiblemente de Mahoney, MEF y/o Saukett.

Modificacién del dominio V

[0017] Los virus de la polio atenuados de la invencidon son genéticamente estables y seguros para su uso como
semillas de IPV. Esto se consigue por debilitamiento de la estructura del dominio V en la regién 5 no codificante
mediante la sustitucion de pares de bases GC por pares de bases AU, de manera que son necesarias dos
mutaciones simultaneas para regenerar el tipo salvaje, y la sustitucion de pares de bases GU por pares de bases de
la AU para evitar la reversion a GC mediante una sola mutacion y el consiguiente refuerzo de las estructuras. Se ha
demostrado que los virus ajustados de manera que la estabilidad termodinamica del dominio V es la misma que la
de la cepa de vacuna de tipo 3 de Sabin tienen las mismas propiedades biol6gicas, pero son estables en el paso
(Macadam et al (2006) J Virol. 80 (17): 8653-63). El virus de la polio atenuado de la invencion comprende una region
5’ no codificante que consiste en la regiéon 5’ no codificante de Sabin 3, modificada de manera que no tiene un
desajuste de pares de bases en el tallo (a) o (b) del dominio V, en el que siete u ocho de los pares de bases en los
tallos (a) y (b) son pares de bases U-A o A-U.

[0018] En una realizacion, el virus de la polio atenuado de la invencién comprende un dominio V modificado de la
regién 5’ no codificante de Sabin 3 en el que un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-
537 en el tallo (a) y en las posiciones 478-533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta
presente en las posiciones 479-532 y 482-529 en el tallo (b). La secuencia del dominio V modificado puede ser:
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AUUCUAACUAUUAAGCAGGCAGCUGCAACCCAGCAGCCAGCCUGUCGUA
ACGCGCAAGUUAAUAGCGAAA (SEQIDNO: 1).

[0019] En otra realizacién, el virus de la polio atenuado de la invencién comprende un dominio V modificado de la
regién 5’ no codificante de Sabin 3 en el que un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-
537 en el tallo (a) y en las posiciones 478-533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta
presente en las posiciones 477-534, 479-532 y 482-529 en el tallo (b). La secuencia del dominio V modificado puede
ser:

AUUCUAAAUAUUAAGCAGGCAGCUGCAACCCAGCAGCCAGCCUGUCGUA
ACGCGCAAGUUAAUAUCGAAA (SEQ ID NO: 2).

[0020] Los virus de la polio de la invencion se pueden derivar correspondientemente de la secuencia de los tallos (a)
y (b) de los virus de la polio de Sabin 1 o Sabin 2.

[0021] Las mutaciones en la region 5’ no codificante de los virus de la polio de la invencion atendan la virulencia de
los virus y estabilizan genéticamente los virus, lo que las hace menos propensas a revertir la virulencia. Por tanto,
estas mutaciones hacen que el virus sea seguro para producir a un nivel de contencién mas bajo que el nivel de
contencidén requerido para los virus de tipo salvaje que se utilizan actualmente para producir vacunas inactivadas
contra la polio.

[0022] Las mutaciones en el dominio V se pueden introducir mediante cualquiera de los procedimientos estandar de
mutagénesis conocidos en la técnica. Una mutacion puede, por ejemplo, introducirse en una cepa de un virus de la
polio, normalmente una cepa de Sabin, por mutagénesis dirigida al sitio de una copia de ADN correspondiente al
ARN gendmico de un virus de la polio. Esto se puede conseguir mediante subclonacion de una region apropiada de
una copia de ADN infeccioso del genoma de un virus de la polio en el ADN de cadena sencilla de un bacteriéfago, tal
como M13. Alternativamente, se puede sintetizar de manera completa in vitro una secuencia mutada.

[0023] Después de la introduccion de la mutacién o de cada mutacién, las copias de ADN subclonado modificado
vuelvan a introducirse en la copia de ADN completo de la que derivaban. El virus vivo se recupera de la copia de
ADN de longitud completa mutado mediante la produccion de un ARN de sentido positivo utilizando habitualmente
un promotor T7 para dirigir la transcripcién in vitro (Van der Werf et al, Proc Natl Acad Sci USA 83:2330-2334, 1986).

[0024] EI ARN recuperado puede aplicarse a cultivos tisulares utilizando técnicas estandar (Koch, Curr Top Microbiol
Immunol 61: 89-138,1973). Después de dos a tres dias de incubacion, el virus se puede recuperar del sobrenadante
del cultivo de tejidos. El nivel de neurovirulencia y por lo tanto de atenuacién del virus modificado puede entonces
compararse con la del virus no modificado utilizando una prueba LDso estandar en ratones que son transgénicos
para el receptor del virus de la polio humano o la prueba de seguridad de la vacuna aprobada por la OMS en monos
(WHO. Tech. Rep Ser 687: 107-175).

[0025] La atenuacion debido al debilitamiento del dominio V también se ha demostrado que se correlaciona
aproximadamente con la sensibilidad a la temperatura en células BGM (Macadam et al, Virology 181: 451-458,
1991) o en células L20B (tal como se describe para las células CM-1 en Macadam et al, Virology 189: 415-422,
1992). La sensibilidad a la temperatura del virus modificado se puede determinar de este modo como un cribado
preliminar para determinar el nivel de atenuacion esperado. Esto se puede expresar como la temperatura (T) a la
gue se reduce el nimero de unidades formadoras de placa (pfu) en una potencia de 10 (1,0 logio) del nimero
obtenido a, por ejemplo, 33°C o0 35°C en las mismas células. Cuanto menor sea el valor de T, mayor es el grado de
atenuacion.

Reqion codificante estructural

[0026] La region codificante estructural del genoma del virus de la polio codifica proteinas de la caspide, que forman
la cubierta proteica protectora de las particula del virus de la polio. En el presente documento se describen virus de
la polio atenuados que comprenden una o mas proteinas de la capside de la cepa de Sabin 1, Sabin 2, Sabin 3,
Mahoney, MEF o Saukett, preferiblemente de la cepa de Mahoney, MEF y/o Saukett. El virus de la polio atenuado de
la invencidon comprende todas las proteinas de la capside de la cepa de Sabin 1, Mahoney, MEF o Saukett. El virus
de la polio de la invencion puede comprender proteinas de la capside de cualquier combinacién de las diferentes
cepas, por ejemplo de Mahoney y MEF, de Mahoney y Saukett, de MEF y Saukett o de Mahoney, MEF y Saukett.

[0027] Las cepas recombinantes intertipicas pueden producirse mediante técnicas estandar conocidas en el sector.

Reqién codificante no estructural y regién 3' no codificante
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[0028] EI virus de la polio de la invencidn puede tener una region codificante no estructural y una regiéon 3’ no
codificante de cualquiera de las cepas de Sabin 1, Sabin 2, Sabin 3, Mahoney, MEF y Saukett.

[0029] En una realizacién preferida, el virus de la polio atenuado de la invencién tiene una region codificante no
estructural y una regién 3’ no codificante derivada de Sabin 3. La produccién de los virus de la polio de la invencién
sobre una cepa con estructura de Sabin 3 mediante el intercambio de las proteinas de la capside como un casete
elimina cualquier posible efecto conocido o desconocido de recombinacidn, in vitro o in vivo, entre las cepas fuera de
las regiones de la capside. También hace que la construccion sea mas facil y las propiedades de los virus sean mas
predecible.

[0030] En una realizacion, el virus de la polio atenuado de la invencidn tiene una regién codificante no estructural y
una region 3' no codificante derivadas de Sabin 1 o Sabin 2, en particular cuando la regiéon 5' no codificante deriva
de Sabin 1 o Sabin 2.

Mutaciones en el gen de la proteasa 2A

[0031] Un virus de la polio atenuado de la invencion puede comprender una mutacion en el gen de la proteasa 2A,
estando dicha mutacién asociada con mayores rendimientos de las particulas inmunogénicas en lineas celulares de
origen mono, tales como células Vero. Tales mutaciones se pueden obtener haciendo pasar un virus de la polio de la
invencion por células Vero o mediante cualquier técnica estandar mutagénica.

[0032] La mutacion en el gen de la proteasa 2A es habitualmente una que es obtenible haciendo pasar un virus de la
polio de la invencién en células Vero. También pueden introducirse otras mutaciones en el gen de la proteasa 2A
que aumentan el rendimiento del virus de la polio en lineas celulares de mono. La mutacién en el gen de la proteasa
2A se puede introducir directamente mediante la mutacién de un clon de virus de la polio infeccioso.

[0033] En una realizacion, un virus de la polio atenuado de la invenciéon comprende una mutacion en el gen de la
proteasa 2A que no cambia los residuos H20, D38 o C109. En una realizacién preferida, la mutacion del gen de la
proteasa 2A del virus de la polio comprende uno de los siguientes cambios de aminoacidos: A8V, Y10C, 17CY,
N18S, T19C, Y19H, L21R, T23I, E25G, A30P, 133V, W35R, K45E, G48D, E65K, E65V, Y70C, T79A, F80L, Y82H,
Y93H, H96Y, S105T, P106S, 1122V, V123A, G127R, V131A Y S134T.

[0034] Las mutaciones en el gen de la proteasa 2A estan asociadas con una sensibilidad a la temperatura reducida
y/o una mayor adaptacion en lineas celulares de origen de mono, tales como las células Vero, conservando al
mismo tiempo el grado de atenuacion que se observa en los correspondientes virus de la polio que carecen de la
mutacion de la proteasa 2A.

[0035] Por lo tanto, la invencion también proporciona un procedimiento para producir virus de la polio atenuados que
comprenden una mutacion en el gen de la proteasa 2A que comprende hacer pasar un virus de la polio de la
invencion por células Vero y seleccionar los virus de la polio con una mutacion en el gen de la proteasa 2A asociada
con mayores rendimientos de particulas inmunogénicas, implicando dicha seleccion:

(i) secuenciar el gen de la proteasa 2A e identificar mutaciones apropiadas; o

(ii) seleccionar los virus de la polio para identificar particulas de virus con un grado de atenuacién inalterado, o
sustancialmente inalterado y una sensibilidad a la temperatura reducida en comparacion con los virus de la polio de
la invencién que no se han hecho pasar por células Vero.

[0036] Los ensayos de sensibilidad a la temperatura pueden, por ejemplo, llevarse a cabo utilizando células Vero tal
como se describne en Macadam y otros, Virology 189: 415-22, 1992.

[0037] Las mutaciones en el gen de la proteasa 2A se pueden introducir mediante cualquiera de los procedimientos
conocidos de introduccion de mutaciones en el ADN tal como se describe anteriormente.

[0038] Preferiblemente, los virus de la polio de la invencion que se cultivan en células no humanas, tales como
células Vero, en los procedimientos de produccion de IPV comprenden al menos una mutacion en el gen de la
proteasa 2A tal como se describe en el presente documento.

Vacunas

[0039] Los virus de la polio de la invencién pueden ser utilizados a pequefia escala en actividades de vigilancia, tales
como estudios de seroprevalencia y a escala masiva en la produccién de IPV. Los virus de la polio de la invencion
requieren un minimo de contencién antes de la erradicacion del virus de la polio y, no seria necesaria una
contencidn posterior a la erradicacion en la categoria NBS3-polio, tal como lo requiere la actual orientacion de la
OMS para cepas viables infecciosas para los seres humanos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2574 178 T3

[0040] Los virus de la polio atenuados pueden de este modo ser utilizados como semillas (IPV). Por consiguiente, la
presente invencién proporciona un virus de la polio atenuado inactivado de la invencion. La invencion también
proporciona el uso de un virus de la polio de acuerdo con la invencion como una semilla de IPV.

[0041] También se proporcionan por la invencion un procedimiento para preparar una vacuna contra la polio
inactivada, que comprende:

(i) hacer crecer un virus de la polio atenuado segun la invencién en un cultivo celular ex vivo;

(ii) inactivar dicho virus de la polio; y

(iiif) formular dicho virus de la polio inactivado con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0042] EI virus de la polio atenuado puede cultivarse en células no humanas cultivadas, tales como células L20B y
células Vero. El virus de la polio atenuado puede cultivarse en células humanas cultivadas, tales como células
MRC5 y Hep2C.

[0043] El virus de la polio puede inactivarse mediante cualquier procedimiento adecuado. Habitualmente, se
emplean procedimientos utilizados para inactivar los virus de la polio de tipo salvaje en las IPV que se utilizan
actualmente. Por ejemplo, el virus de la polio puede inactivarse por formaldehido, B-propiolactona o tratamiento con
etilenimina binaria, preferiblemente mediante tratamiento con formaldehido.

[0044] Un virus de la polio atenuado segun la presente invencion puede estar inactivado. Las cepas de virus de la
polio atenuados inactivados de la invencion se pueden combinar con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Se puede emplear cualquier vehiculo o diluyente convencionalmente utilizado en preparaciones de virus
inactivados, tales como preparaciones de IPV. La preparacion de IPV puede comprender virus de la polio
inactivados que comprenden proteinas de la capside tipol, tipo2 y/o tipo 3.

[0045] Los virus de la polio inactivados atenuados de la invencion se pueden utilizar por lo tanto para vacunar contra
la poliomielitis en un paciente humano. Por consiguiente, un procedimiento de vacunacion de un sujeto contra el
virus de la polio puede comprender administrar a un sujeto con necesidad de la misma una cantidad eficaz de un
virus de la polio inactivado de la invencion. Una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para provocar una
respuesta inmune protectora contra el virus de la polio. Para este propodsito, se pueden administrar mediante
cualquier via adecuada, tal como por via parenteral. La administracién parenteral puede ser por inyeccién
subcutanea, intradérmica o inyeccién intramuscular. Los virus de la polio inactivados de la invencion se pueden
administrar con un adyuvante.

[0046] Se puede administrar una dosis correspondiente a la cantidad administrada para una IPV convencional, tal
como 8 a 40 unidades de antigeno D.

[0047] La dosis del virus de la polio recombinante inactivado intertipico de la invencion se puede ajustar para
conseguir el grado requerido de inmunogenicidad. Por ejemplo, cuando una proteina de la capside deriva de Sabin 2
0 3 Sabin se puede utilizar una dosis mas alta que cuando la proteina de la capside deriva de Sabin 1, MEF,
Mahoney o Saukett. Por ejemplo, se puede utilizar una dosis de aproximadamente 16 a aproximadamente 80
unidades de antigeno D, tal como aproximadamente 30 unidades de antigeno D (por ejemplo, 32 unidades de
antigeno D) o aproximadamente 60 unidades de antigeno D (por ejemplo, 64 unidades de antigeno D). Se pueden
utilizar dosis mas bajas si la vacuna se administra con un adyuvante apropiado.

[0048] La presente invencion proporciona una vacuna que comprende un virus de la polio inactivado de la invencion
y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. La vacuna puede comprender ademdas un adyuvante. La
vacuna puede comprender una o mas cepas diferentes del virus de la polio recombinante intertipico de la invencion.
Por ejemplo, la vacuna puede comprender una mezcla de virus que comprende proteinas estructurales de cepas del
virus de la polio de tipo 1 y tipo 2, tipo 1 y tipo 3, tipo 2 y tipo 3 o tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Habitualmente, las proteinas
de la capside de tipo 1 seran de Sabin 1 o Mahoney, preferiblemente Mahoney, la proteina de la capside de tipo 2,
de Sabin 2 o MEF, preferiblemente MEF y las proteinas de la capside de tipo 3 de Sabin 3 0 Saukett,
preferiblemente Saukett.

[0049] En vista de los diferentes inmunogenicidades relativas de los virus de la polio de tipo 1, tipo 2 y tipo 3 de la
invencion, la vacuna puede comprender diferentes cantidades de virus de la polio que contiene proteinas de la
capside de tipo 1, tipo 2 y/o tipo 3. Por ejemplo, se puede utilizar una proporcién tipo 1: tipo 2: tipo 3 de x: y: z, donde
x<y<z. En un ejemplo especifico, la proporcioén puede ser 30:32:45 unidades de antigeno D.

[0050] EI virus de la polio inactivado de la invencién se puede administrar como una vacuna contra la polio
independiente 0 en una vacuna de combinacién que contiene otros componentes, tales como DTP (difteria,
pertussis, tétanos), Hib (Haemophilus influenza tipo B) o la hepatitis B.

[0051] La presente invencion también proporciona: el uso de un virus de la polio inactivado de acuerdo con la
invencion en la fabricacion de un medicamento para usar en un procedimiento de vacunacion contra el virus de la
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polio; y un virus de la polio inactivado de acuerdo con la invencion para usar en un procedimiento de vacunacion
contra el virus de la polio.

[0052] Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccién de nuevas cepas

[0053] S15, S17, S18 y S19 (Tabla 1, Figura 1) son derivados de la cepa de la vacuna contra la polio oral de tipo 3,
Sabin 3. Los virus se construyeron y se recuperaron mediante procedimientos estandar. Los nucleétidos mutados se
muestran en negrita en la figura 1, el resto de las secuencias son idénticas a Sabin 3. La sustitucion de pares de
bases CG por pares de bases UA o AU disminuye progresivamente la estabilidad termodindmica del dominio V; la
eliminacion de todos los pares de bases UG hace que la estructura sea genéticamente estable, ya que cualquier
mutacion individual debilitaria entonces el par de bases correspondiente. Se requeririan dos mutaciones simultaneas
para fortalecer la estructura ya que esto sélo podria lograrse mediante el cambio de un par de bases UA a un par de
bases CG (o GC).

[0054] Los virus se construyeron y recuperaron mediante procedimientos estandar. Mas especificamente, S17, S18
y S19 se construyeron mediante mutagénesis por PCR. Para cada plasmido, se amplificaron tres fragmentos de la
region 5’ no codificante de Sabin 3 por PCR usando cebadores que incorporan los cambios de secuencia necesarios
(como se muestra en la figura 1), que se encuentran en los nucleétidos (a) 31-50 y 471-489, (b) 471-489 y 522-540 y
(c) 522-540 y 755-778. Los tres fragmentos solpantes (a) - (c) se purificaron en gel, se mezclaron y reamplificaron
con cebadores externos, a continuacion, el fragmento de 747 pb que comprende la region 5’ no codificante mutada
se cloné en pCR2.1 (Invitrogen) y se secuenci6. Los fragmentos de Mlul-Sacl (279-751) con secuencias correctas se
ligaron en clones de Sabin 3 que carecian del fragmento Sall-Sacl (751-1900). Se generaon clones infecciosos de
longitud completa mediante la adicién de un fragmento parcial de Sacl/Smal (2768).

[0055] Las regiones (P1) que codifican la proteina de la capside de S18 y S19 fueron reemplazados exactamente
por las regiones P1 de las cepas de vacuna viva atenuada del serotipo 1 y serotipo 2 (Sabin 1 y Sabin 2) o por las
regiones P1 de las cepas actuales de semillas de IPV de tipo salvaje Mahoney (tipo 1), MEF (tipo 2) y Saukett (tipo
3). Las secuencias de la capside se amplificaron por PCR usando ARN de la cepa pertinente del virus de la polio
como molde y cebadores que incorporan sitios de restriccion Sacl y Sacll en los extremos 5'y 3' (figura 2) sin alterar
la secuencia codificante.

[0056] Las regiones P1 de Sabin 1 y Mahoney se amplificaron utilizando los cebadores:

- SACI [5-ATCATAATGGGAGCTCAGGTTTCA-3 '] (SEQ ID NO: 3) y

2ASACI(-) [5' TTGTAACCCGCGGTGTACACAGCTTTATTCTGA
TGCCCAAAGCCATATGTGGTCAGAT-3"1 (SEQ ID NO: 4).

[0057] La region P1 de Sabin 2 se amplifico con:

- SAC2a [5'-ACAATGGGCGCTCAA-3 '] (SEQ ID NO: 5) y

2ASAC2(-) [S-TTGTAACCCGCGGTGTACACAGCTTTATTCTGA
TGCCCAAAGCCATAAGTCGTTAATC-3" (SEQ ID NO: 6).

[0058] La region P1 de MEF se amplifico con:

-SAC2b [5-ACAATGGGAGCTCAA-3 '] (SEQ ID NO: 7) y

2ASACMEF(-) [5-TTGTAACCCGCGGTGTACACAGCTTTATTC
TGATGCCCAAAGCCATAGGTTGTCAAGC-3'] (SEQ ID NO: 8).

[0059] La region P1 de Saukett se amplificé usando los cebadores:

S3P1 [5’-AACTGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGGAGCTC
AAGTATCATCCCAA-3°] (SEQ ID NO: 9)y
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2ASACSKkt(-) [S-“TTGTAACCCGCGGTGTACACAGCTTTATTC
TGATGCCCAAAGCCGTAGGTGGTCAAAC-3'] (SEQ ID NO: 10).

[0060] Se introdujo un sitio de restriccién Sacll en S18 mediante mutagénesis por PCR usando los cebadores:
-2ASAC3 (+) [5-GTGTACACCGCGGGTTACAA-31 (SEQ ID NO: 11) y
-2ASAC3 (-) [S-TTGTAACCCGCGGTGTACAC-3] (SEQ ID NO: 12).

[0061] Se verificaron las secuencias de los fragmentos de ADN que comprenden copias de todas las regiones P1
antes de la incorporacion en plasmidos genémicos de longitud completa utilizando los sitios de restriccién Sacl y
Sacll. De este modo, se produjeron doce cepas finales (tabla 2, figura 2) que diferian en su secuencia de dominio V
(tipo S18 o tipo S19) y su secuencia codificante de la proteina de la capside (Sabin o salvaje; serotipos 1,2 0 3). Las
secuencias de las regiones 5’ no codificantes de todos los mutantes se confirmaron después de la extraccion de
RNAy RT-PCR.

[0062] Los virus fueron recuperados mediante transfeccion de monocapas de HEp2C con = 2 pg de transcritos T7
(Van der Werf et al, Proc Natl Acad Sci USA 83: 2330-2334, 1986), seguido de incubacion a 33°C durante 24-48
horas, momento en el cual el efecto citopatico completo era evidente.

Ejemplo 2: Fenotipos de atenuacién y la infectividad

[0063] En los ultimos 15 afos el uso de ratones transgénicos que expresan el receptor de virus de la polio humano
para evaluar la virulencia del virus de la polio se ha establecido y validado.

[0064] La inoculacién intraespinal de ratones transgénicos que expresan el receptor del virus de la polio (ratones
TgPVR) es un procedimiento altamente sensible de medicién de la infectividad in vivo ya que la replicacién del virus
conduce a la pérdida neuronal y signos clinicos evidentes de pardlisis. Menos del diez UFP de virus de tipo salvaje
es generalmente suficiente para paralizar el 50% de los ratones usando esta via de inoculacion (Chumakov et al,
Dev Biol (Basel) 105: 171-177, 2001).

[0065] Los fenotipos de atenuacién de las cepas de Sabin 3 mutadas y las cepas recombinantes intertipicas se
determinaron mediante este procedimiento estandar. Los resultados se muestran en las Tablas 1y 2.

Tabla 1: Efecto del reemplazo de dominio V sobre la atenuacion de fenotipos

Ratones TgPVR
PDso i.S./|Og1o CCleo
Sabin 1 2,25
Mahoney <0,7
S15/1 2,0
S18/1 >8,6 (1/16)
Sabin 2 6,4
Sabin 3 3,6
S15 3,7
S17 7.4
S18 > 8,4 (0/16)
S19 > 8,2 (0/16)
Leon 0,7

*paralizado/total a la dosis mas alta

Tabla 2: Fenotipos de atenuacién de nuevas cepas candidatas a vacunas

Ratones TgPVR
PD50 i.S./|Og1o CCleo
S18/S1P1 > 8,25 (0/8)*
S18/MahP1 > 8,3 (0/8)
S19/S1P1 > 8,15 (0/8)
S19/MahP1 >8,10 (0/8)
S18/S2P1 > 8,0 (0/8)
S18/MEFP1 > 8,2 (0/8)
S19/S2P1 > 8,15 (0/8)
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S19/MEFP1 > 8,25 (0/8)
s18 > 8,4 (0/16)
S18/SktP1 > 8,15 (0/8)
S19 > 8,2 (0/16)
S19/SktP1 > 8,45 (0/8)

*paralizado/total a la dosis mas alta

[0066] Utilizando la ruta intraespinal altamente sensible menos de 10 unidades infecciosas de cultivo celular de
cepas de tipo salvaje Mahoney y Leon eran suficientes para paralizar la mitad de los ratones (Tabla 1). La cepa S15
era indistinguible de Sabin 3, tal como se observa en la prueba de mono (Macadam et al, 2006), y todos los virus
derivados de S18 tenian PDso en exceso 10° CCIDso (Tablas 1y 2). Esto son probablemente subestimaciones, ya
que representan el maximo titulo viable en la dosis inoculada, que es 5 pl. El efecto de 3 intercambios de pares de
bases CG-UA en los virus derivados de S19, por extrapolacion, es probable que esté en exceso de una reduccion de
un billén de veces en la infectividad en este modelo. Estos resultados sugieren que los virus basados en S18 y S19
serian sustancialmente menos infecciosos para los seres humanos que Sabin 3, que tiene una baja infectividad a
menos que revierta en el dominio V (que estas cepas no pueden).

Ejemplo 3: Estabilidad en el pasaje

[0067] Para evaluar la estabilidad, los virus se pasaron a 37°C en células L20B en condiciones que seleccionan
rapidamente la reversion en el dominio V de Sabin 3, que imitan la seleccion en el intestino humano. En estas
condiciones las secuencias del dominio V de S15 y S16 (fenotipicamente similar a S15) eran completamente
estables (Macadam et al, 2006). Los virus derivados de S18 y S19 también fueron estables en el paso y tienen la
ventaja de mutaciones pareadas no revertibles adicionales. Lo mismo ocurrié en células Vero, pero la seleccion de
reversién en el dominio V de Sabin 3 se produjo a un ritmo mas lento.

[0068] Todos los virus Vero seleccionados tenian una mutacion en el gen de la proteasa 2A y crecieron a
temperaturas mas altas que sus parentales, hasta un grado limitado. Este fenémeno representa una adaptacion a
células de mono y no se observa en células de origen humano o de ratén. Estas mutaciones no parecen tener efecto
sobre fenotipos in vivo (Tabla 3). Las PDsp de uno de los virus después de 10 pases en células Vero a 37°C, y tres
de las placas seleccionadas a 37°C eran indistinguibles de las de su parental, S18. Del mismo modo, la presencia de
la mutacién N18S en 2A no tuvo efecto sobre la atenuacion de los fenotipos de las cepas S19-IPV con capsidas de
tipo salvaje (Tabla 4). A la dosis mas alta administrada por via intraespinal no hubo enfermedad clinica en ninguno
de los ratones. Un resultado similar se obtuvo anteriormente en el modelo de mono de la poliomielitis. Dos
mutaciones 2A diferentes que suprimieron el fenotipo sensible a la temperatura de Sabin 2, causada por la mutacion
atenuante en 481 en el dominio V, no afectaron a la atenuacién (Rowe et al.; Virology 269: 284-293, 2000).

Tabla 3: Fenotipos de atenuacién de mutantes S18 2A in vivo

Ratones TgPVR
PDs i.s./log1o CCIDsg
S18 > 8,4 (0/8)*
S18 p1lov > 8,2 (0/8)*
S18/2A-V123A > 7,9 (0/8)*
S18/2A-G127R > 7,9 (0/8)*
S18/2A-Y82H > 7,8 (0/8)*

*paralizado/total a la dosis mas alta

Tabla 4: Fenotipos de atenuacién de mutantes de S 19 2AP°

Ratones TgPVR
PDso i.S./|Og1o CCleo
S19/ MahP1/2A-N18S > 7,7 (0/8)*
S19/MEFP1/2A-N18S > 7,9 (0/8)*
S19/MEF2P1/2A-N18S > 7,5 (0/8)*
S19/SktP1/2A-N18S > 7,0 (0/8)*

*paralizado/total a la dosis més alta

Ejemplo 4: Propiedades de crecimiento en cultivo celular

[0069] En el cultivo de células, el debilitamiento progresivo de la estructura secundaria de ARN del dominio V
disminuyd progresivamente el limite superior de temperaturas a las que el virus era capaz de replicarse (Figura 3).
Los limites reales dependian del sustrato celular utilizado, siendo las células Hep2C las mas permisivas, las células
L20B las que menos y las células Vero en valores intermedios. Las células MRC5 también son intermedias, pero
mas permisivas que las células Vero.
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[0070] La cinética de crecimiento y rendimiento de todas las cepas fue similar en células MRC5 a 33°C, produciendo
rendimientos tan altos como los virus de tipo salvaje (108-109 TCIDso/ml) en 24 horas (Figura 4). Las células MRC5
se validan y autorizan para la produccion de IPV, aunque no muchos fabricantes los usan, prefiriendo el cultivo de
células Vero sin suero sobre microportadores. Los rendimientos iniciales en células Vero fueron variables,
dependiendo de la fuente y el nivel de paso de las células, pero fueron rutinariamente menores qiue en células
MRCS5. Hasta ahora, se han obtenido titulos de 2 x 10%/ml a las 24 horas para los virus S18 y 5 x 10°/ml para virus
S19. Sin embargo; nuestra evidencia preliminar (a continuacion) sugiere que se pueden obtener rendimientos de
antigeno D en células Vero equivalentes a los obtenidos con las semillas de tipo salvaje actuales.

Ejemplo 5: Inmunogenicidad

[0071] Los dos ensayos de liberacion por lotes estandar para los productos IPV son la prueba ELISA con antigeno D
y la prueba de inmunogenicidad de rata (Farmacopea Europea-suplemento de 2001 2000:0214 1289-1293). La
prueba ELISA utiliza anticuerpos especificos para viriones de polio nativos para medir la antigenicidad y, a
continuacién, la potencia se expresa por comparacion con una preparacion estandar. Para las pruebas in vivo las
ratas se inmunizan con cuatro diluciones de la vacuna y sus sueros se prueban para conocer la presencia de
anticuerpos neutralizantes. La potencia de la vacuna se calcula mediante comparacién estadistica de las tasas de
seroconversion para los preparados de prueba con los obtenidos con una preparacion estandar. Estas pruebas se
han empleado para evaluar la inmunogenicidad de las nuevas cepas descritas en este documento.

[0072] Para todos los virus de la lista en la Tabla 5, se prepararon las poblaciones de titulos elevados de virus y se
inactivaron con formaldehido usando el protocolo del fabricante a escala reducida (Martin et al, J. Gen. Vir. 84: 1781-
1788, 2003). Los ELISA de antigeno D se llevaron a cabo sobre material antes y después de la inactivacion. Estos
datos se utilizaron para calcular las dosis apropiadas para las pruebas in vivo que se llevaron a cabo utilizando los
procedimientos normalizados de trabajo para la liberacion por lotes de vacunas. Las vacunas pasan la prueba de las
ratas si los limites de confianza del 95% de la potencia incluyen el valor 1,0; de este modo, todas las construcciones
con capsides de tipo salvaje (y S18/S1P1) eran suficientemente inmunogénicas para liberarse como IPV.

[0073] EI virus de la polio MEF-1 fue aislado en 1942 y contenia al menos dos componentes estrechamente
relacionados; las cepas MEF-1 utilizadas actualmente por los fabricantes de IPV también difieren en varias
posiciones de nucleétidos (Odoom, JK; Tesis Doctoral, London School of Hygiene and Tropical Medicine, 2008). Se
encontré que la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus de S18/MEFP1 diferia de la cepa de
referencia de potencia de IPV en una posicion, por lo que se construyé otra versién S18/MEF2P1 que tenia la misma
secuencia de aminoacidos de la capside que la referencia. En las pruebas de inmunogenicidad de rata S18/MEF2P1
era indistinguible de la cepa de referencia con una potencia relativa de 1,0 (Tabla 4), mientras que el virus
S18/MEFP1 tenia una potencia ligeramente inferior. Ambas cepas fueron lo suficientemente potentes como para
pasar una prueba de liberacion de lotes de vacuna (Cl debe incluir un valor de 1,0), pero las cepas con secuencias
de la proteina de la capside MEF2P1 es probable que sean preferibles para la produccion de vacunas.

Tabla 5: Antigenicidad e inmunogenicidad de nuevas cepas
CCIDsp/lunidad Rendimiento de CCID50/unidad Potencia relativa in

de D Ag pre- D Ag tras la de D Ag post- vivio (95% Cl)
inactivacion inactivacion (%) inactivacion
(log1o) (log1o)

S18/S1P1 5,6 6 6,8 1,5 (0,8-3,0)
S18/MahP1 6,0 11 7,0 1,2 (0,6-2,3)
S18/S2P1 7,0 90 7,1 0,1 (0,04-0,2)
S18/MEFP1* 7,0 91 7,1 0,5 (0,2-1,0)
S18/MEF2P1* 7,3 1,0 (0,4-2,4)
Sabin 3 6,9 38 7,3 0,4 (0,2-0,9)
S18 6,7 23 7,3 0,3 (0,1-0,7)
S18/SktP1 6,8 90 6,9 1,6 (0,8-3,3)

*S18/MEFP1 contiene una diferencia de un Unico aminoacido en la regién proteica de la capside en
comparacion con la cepa MEF utilizada para hacer la IPV de referencia; S18/MEF2P1 es idéntica en la
regién proteica de la capside a la cepa MEF utilizada para hacer la IPV de referencia.

[0074] Tras el analisis estadistico, los resultados mostraron:

(i) Las alteraciones introducidas en el dominio V no tenian ninguna influencia sobre la inactivacion, la antigenicidad o
inmunogenicidad.

(i) Los rendimientos de inmunoégeno en términos de DAgU/titulo infeccioso inicial estuvieron en linea con los datos
del fabricante.

(iii) Las cepas con proteinas de la capside de tipo salvaje eran aproximadamente tan inmunogénicas como la cepa
de IPV equivalente.

(iv) En comparacion con la cepa de referencia de tipo salvaje pertinente, las cepas con proteinas de la capside de
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Sabin fueron ligeramente mas inmunogénicas (tipo 1), y mucho menos inmunogénicas (tipo 2) y un poco menos
inmunogénicas (tipo 3).

Ejemplo 6: Crecimiento y Estabilidad en células Vero

[0075] Cuando las cepas S18 y S19 de los virus de la polio se cultivan en células Vero, su replicacion inicial es
bastante lenta. Los virus de la polio con mutaciones particulares en el gen de la proteasa 2A crecen mas
eficientemente en células Vero. Cuando se cultivan muchos virus de la polio en células Vero, se adaptan para el
crecimiento en este tipo de células, y son las mutaciones en el gen de la proteasa 2A las responsables de la mayor
eficiencia de crecimiento. Las versiones de las cepas S18 y S19 que tienen una modificacién adecuada introducida
en el gen de 2A (por ejemplo, la mutacion N18S) no requieren la etapa de adaptacion y se replican eficazmente en
células Vero desde el principio.

[0076] El efecto de una mutacion V123A en el gen de la proteasa 2A de Sabin 3, S18 y S19 sobre el crecimiento en
células Vero se demostré mediante la infeccion de células Vero a una multiplicidad de infeccién de 1,0 e incubando
las células durante 48 h a 33°C. Los rendimientos se midieron mediante una prueba de CCIDso en células Hep2C a
33°C. Los resultados se muestran en la Tabla 6 a continuacién.

Tabla 6: Efecto de las mutaciones 2A sobre el rendimiento* en células Vero

log1o CCIDso/ml + 2A-V123A
Sabin 3 8,5 8,7
S18 7.8 8,6
S19 7,2 8,3

[0077] EIl virus S18/MahP1 y un virus equivalente con una mutacion introducida en el gen 2A, S18/MahP1/2AN18S,
se cultivaron en células Vero a tres temperaturas diferentes durante 10 pases para determinar la estabilidad de la
secuencia del gen de la proteasa 2A y de la secuencia del dominio V. Como se muestra en la Tabla 7 a
continuacion, la secuencia del dominio V y la secuencia del gen de proteasa 2A mutada en N18S eran
completamente estables. La secuencia del gen de la proteasa 2A no mutada recogié mutaciones que facilitan el
crecimiento en células Vero, tal como se esperaba.

Tabla 7: Estabilidad de secuencia tras 10 pases en células Vero

Temperatura del Secuencia de dominio Secuencia de 2A"™
pase \")
S18/MahP1 33°C Sin cambios Mutaciones
seleccionadas*
35°C Sin cambios Mutaciones
seleccionadas*
37°C Sin cambios Mutaciones
seleccionadas*
S18/MahP1/2A N18S 33°C Sin cambios Sin cambios
35°C Sin cambios Sin cambios
37 °C Sin cambios Sin cambios

*L17R, N18S, L21R, P90S, S10S, S105T o D138N

LISTADO DE SECUENCIAS

[0078]

<110> HEALTH PROTECTION AGENCY
<120> Vacuna inactivada contra la poliomielitis
<130> N.112744A

<150> GB 1022077.0

<151> 2010-12-29

<160> 15

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> dominio V modificado de la cepa del virus de la polio Sabin 3 - S18
<400>1

auucuaacua uvaagcaggc agcugcaacc cagcagccag ccugucguaa cgcgcaaguu 60

aavagcgaaa 70
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65

<210>2

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> dominio V modificado de la cepa del virus de la polio Sabin 3 - S19

<400> 2

auucuaaaua uuaagcaggc agcugcaacc cagcagccag ccugucguaa cgcgcaaguu

aauvaucgaaa

<210>3

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 3

atcataatgg gagctcaggt ttca 24
<210>4

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 4

ES 2574 178 T3

ttgtaacccg cggtgtacac agctttattc tgatgcccaa agccatatgt ggtcagat 58

<210>5

<211 >15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<900>5

acaatgggcg ctcaa 15
<210> 6

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

< 400> 6

ttgtaacccg cggtgtacac agctttattc tgatgcccaa agccataagt cgttaatc 58

<210>7

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 7

acaatgggag ctcaa 15
<210>8

<211>58

< 212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

<400> 8

ttgtaacccg cggtgtacac agctttattc tgatgcccaa agccataggt tgtcaage 58

<210>9

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador

13
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<400>9

aactgcggcc cagccggceca tggecggagce tcaagtatca tcccaa 46
<210> 10

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 10

ttgtaacccg cggtgtacac agctttattc tgatgcccaa agccgtaggt ggtcaaac 58
<210> 11

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 11

gtgtacaccg cgggttacaa 20

<210> 12

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 12

ttgtaacccg cggtgtacac 20

<210> 13

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> dominio V de la cepa del virus de la polio Sabin 3
<400> 13

auucuaacca uggagcaggc agcugcaacC cagcagccag ccugucguaa cgcgcaaguc

cguggcggaa

<210> 14

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> dominio V modificado de la cepa del virus de la polio Sabin 3 - S15

<400> 14

auucuaacca uugagcaggec agcugcaace cagcagcecag ccugucguaa cgcgcaaguc

aéuggégaaa

<210> 15

<211>70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> dominio V modificado de la cepa del virus de la polio Sabin 3 - S17
<400> 15

‘auucuaacua uugagcaggc agcugcaacc cagcagecag ccugucguaa €gcgcaaguc

aavagcgaaa
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REIVINDICACIONES

1. Virus de la polio recombinante atenuado que tiene:
(i) una regiéon 5’ no codificante que consiste en la region 5’ no codificante de Sabin 3, modificada de manera que no
tiene un desajuste de pares de bases en el tallo (a) o (b) del dominio V, en que:

(a) un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-537 en el tallo (a) y en las posiciones
478-533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta presente en las posiciones 479-532 y
482-529 en el tallo (b); o

(b) un par de bases U-A esta presente en las posiciones 471-538 y 472-537 en el tallo (A) y en las posiciones
478-533, 480-531 y 481-530 en el tallo (b) y un par de bases A-U esta presente en las posiciones 477-534,
479-532 y 482-529 en el tallo (b);

y
(i) una region codificante de la capside P1 de la cepa Sabin 1, Mahoney, MEF o Saukett.

2. Virus de la polio, segun la reivindicacién 1, que tiene una region codificante no estructural y una region 3’ no
codificante derivadas de Sabin 3.

3. Virus de la polio, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una mutacién en el
gen de la proteasa 2A, estando dicha mutacién asociada con mayores rendimientos de particulas inmunogénicas en
células de origen de mono.

4. Virus de la polio, segun la reivindicacion 3, en el que dicha mutacion en el gen de la proteasa 2A es obtenible
mediante el pase de un virus de la polio, segln la reivindicacién 1 6 2, en células Vero.

5. Virus de la polio, segln la reivindicacién 3 6 4, en el que la mutacion no cambia los residuos H20, D38 o C109.

6. Virus de la polio, segin cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que la mutacion es cualquiera de los
siguientes cambios de aminoécidos: A8V, Y10C, 17CY, N18S, T19C, Y19H, T23I, E25G, A30P, 133V, W35R, K45E,
G48D, E65K, E65V, Y70C, T79A, F80L, Y82H, Y93H, HI96Y, S105T, P106S, 1122V, V123A, G127R, V131A Y
S134T.

7. Virus de la polio, segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que esta inactivado.

8. Virus de la polio, segun la reivindicacién 7, para usar en una vacuna.

9. Vacuna que comprende un virus de la polio, segun la reivindicacion 7, y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

10. Utilizacién de un virus de la polio, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, como semilla de una vacuna
contra la polio inactivada (IPV).

11. Procedimiento para la preparacion de una vacuna contra la polio inactivada, que comprende:
(i) crecer un virus de la polio de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en un cultivo celular ex
Vivo;
(ii) inactivar dicho virus de la polio; y
(iii) formular dicho virus de la polio inactivado con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. Procedimiento, segln la reivindicacién 11, en el que el virus de la polio crece en células no humanas.

13. Utilizacién de un virus de la polio, segun la reivindicacién 7, en la fabricacion de un medicamento para usar en un
procedimiento de vacunacién contra el virus de la polio.

14. Virus de la polio, segun la reivindicacién 7, para usar en un procedimiento de vacunacion contra el virus de la
polio.
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