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DESCRIPCION
Métodos para la prevencion de agregacion de componentes viricos
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a un método para la prevencion y/o reduccion de la agregacion de
componentes viricos.

La invencion por lo tanto se refiere al campo de la produccion y formulacion de biofarmacéuticos y al campo de
vacunologia.

Antecedentes de la invencion

[0002] La agregacion es un problema bien conocido en la produccion de (bio) farmacéuticos, especialmente
proteinas tales como anticuerpos monoclonales y virus.

Mas antecedentes en la agregacion de proteina pueden ser descubiertos en la siguiente revision (Wei Wang,
2005).

La agregacion puede estar asociada a pérdidas de produccion/fabricacion altas, inestabilidad, tiempo de
conservacion reducido, efectos adversos sobre administracion, reacciones inmunogénicas diferentes y hasta la
formacion de la misma enfermedad (como por ejemplo, Alzheimer Parkinson (Taylor et al. 2002), encefalopatia
de prion y Huntington).

La agregacion se puede evitar por seleccion cuidadosa de tampones o medios aplicados en el proceso de
produccion (Gu et al., 2003, Cromwell et al. 2006).

La adicion de compuestos como urea o sales de guanidinio ha sido conocida por solubilizar proteinas.

Sin embargo, estos agentes también afectan a la estructura y eficacia de la proteina.

Suprimir o evitar la agregacion no siempre es exitoso y se deben hacer compromisos que pueden llevar a
pérdidas de producto (relativamente) altas durante la abricacion, almacenamiento o pérdida de eficacia a lo largo
del tiempo.

[0003] Durante la produccién de componentes viricos tal como por ejemplo poliovirus inactivado basado en
Sabin, también se sabe que se produce ana agregacion no deseada, que puede dar lugar a variaciones grandes
en la recuperacion (rendimiento) de producto de purificacion en la fabricacion de (componentes) viricos.

Hay asi una necesidad de un método mejorado para la produccién de componentes viricos.

[0004] Los virus son agentes infecciosos que pueden replicar solo células vivas de interior, dependiendo del virus
estos pueden infectar diferentes tipos de organismos tales como animales, plantas, bacterias y arqueas (Koonin
EV et al. 2006).

El virus consiste en dos o tres partes diferentes, el material genético y un revestimiento de proteina virica,
suplementado a veces por una membrana de doble capa lipidica o revestimiento.

El revestimiento virico se compone de multiples proteinas, que forman una estructura cuaternaria altamente
compleja en una estructura helicoidal, icosahedral o ain mas compleja.

Mas antecedentes en virus se pueden descubrir en la siguiente referencia (Fields Virology, 2007).

[0005] En nuestro estudio, nosotros focalizados en el poliovirus y gripe como un modelo para virus sin envoltura
y envueltos, respectivamente.

El poliovirus se usa comunmente como un virus de modelo no-especifico para virus de ARN sin envoltura en los
estudios de validacion de eliminacién virica como representativos de Picornaviruses en general (nota técnica
Millipore:AN1650ENOO; www.bioreliance.com/library/?id=90, http://www.criver.com/files/pdfs/bps/bp_r_virico_tse-
clearance_studies.aspx).

Ademas, el poliovirus es un virus bien estudiado sobre el que esta disponible un gran cuerpo de bibliografia
cientifica haciéndolo un candidato adecuado.

Como representativas de virus con envoltura diferentes cepas de gripe fueron usadas.

La gripe es un virus que esta causando una gran cantidad de interés cada afio debido a su variabilidad
(desviacion antigénica).

La gripe se estudia a nivel mundial y debido a la carga de la enfermedad, un posible objetivo para cualquier
mejora de vacuna.

La variabilidad alta hace al virus de la gripe un representativo adecuado para probar rapidamente este método
para reducir y prevenir la agregacion contra muchas variaciones, mostrando el amplio rango donde esta técnica
puede ser utilizada.

[0006] La poliomielitis, también referida como polio o paralisis infantil, es una enfermedad virica infecciosa
provocada por tres serotipos viricos relacionados: poliovirus 1, 2 y 3. Los poliovirus pertenecen al género
enterovirus de la familia Picornaviridae.

En seres humanos, los poliovirus se adquieren principalmente por transmision fecal-oral u oral-oral.

Después de la infeccion, el poliovirus prolifera en el tracto gastrointestinal y de alli esto se puede introducir en el
sistema nervioso central.
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Tal infeccion puede causar paralisis.

La polio no se puede curar.

Sin embargo, esto se puede evitar por vacunacion.

Actualmente, hay dos vacunas seguras y eficaces para la polio disponibles en el mercado: vacuna oral contra la
poliomielitis (OPV) y vacuna inactivada contra la poliomielitis (IPV). El OPV se basa en cepas atenuadas de vida
del poliovirus (las denominadas cepas Sabin, después Albert Sabin, quien primero desarrollé la OPV), esta
vacuna se administra por medio de via oral.

En cambio, la IPV, se basa en usar cepas de poliovirus tipo salvaje purificadas, que se matan quimicamente y se
administran de forma intramuscular por inyeccion.

La IPV fue primero desarrollada por Jonas Salk [hay diferentes resefias disponibles en polio y polio vacunas:
Koch and Koch, 1985; Duchene et al., 1990; Kew et al. 2005; Heinsbroek and Ruitenberg, 2010].

[0007] Ambas vacunas disponibles contra la poliomielitis (OPV e IPV) proporcionan altos niveles de proteccion
de poliomielitis paralitica.

La OPV hasta ahora ha sido la vacuna de eleccion para la erradicacion global de la polio, ya que tiene diferentes
ventajas: facil de administrar y menos costosa.

Sin embargo, en algunos casos, la OPV puede causar poliomielitis paralitica asociada a la vacuna (VAPP) o
puede llevar a poliovirus derivado de la vacuna (VDPV) y deberia ser preferiblemente interrumpida, tan pronto
como se tenga éxito con la erradicacion [Kew et al., 2005; Heymann et al., 2005 & 2006; Chumakov et al., 2007;
Nathanson & Kew, 2010; Aylward and Tangermann, 2011].

Tampoco se excluye que la OPV pueda revertir de nuevo a la variante de tipo salvaje (Lee et al 2012).

Por lo tanto, la necesidad de nuevas vacunas, seguras y eficaces contra la polio esta en aumento.

La via a una politica de vacunacion post-erradicacion global contra la polio depende de entre otros, la
disponibilidad y precio de IPV [Heinsbroek and Ruitenberg, 2010; Thompson y Tebbens, 2012].

[0008] Para interrumpir el uso de la OPV después de la erradicacion de la polio y para reducir el coste de IPV por
dosis, se siguen métodos diferentes.

Entre otros, estos métodos incluyen: a) IPV basado en las cepas de poliovirus atenuadas Sabin (Sabin-IPV)
[Bakken et al., 2011; Hamidi & Bakken, 2012]; b) IPV basado en las cepas de semilla de poliovirus de
alternativas recién disefiadas [Chumakov et al., 2008; Robinson HL 2008; Hamidi & Bakken, 2012]; c) IPV
producido de células mamiferas alternativas que soportan eficientemente la replicacién de poliovirus [Hamidi &
Bakken, 2012; Sanders et al., 2012; Crucell, US0027317,2011].

En todos tales desarrollos, se pueden conseguir oportunidades en la reduccién del precio costoso por
implementacién de métodos conocidos en la optimizacion de procesos aguas arriba y aguas abajo (por ejemplo
uso mas eficaz de la capacidad de biorreactor), y la modernizacién en general (por ejemplo, usando células libre
de componentes animales y medios de cultivo virico, filtros desechables y semejantes).

[0009] Actualmente, IPV esta basado mas frecuentemente en usar tres cepas virulentas tipo salvaje, Mahoney
(poliovirus de tipo 1), MEF-1 (poliovirus de tipo 2) y Saukett (poliovirus de tipo 3).

Los poliovirus crecen separadamente en el cultivo celular mamifero.

Posteriormente, después de diferentes etapas de purificacion, el poliovirus se inactiva usando formalina
(formaldehido) después de lo cual se pueden mezclar a la formulacion deseada final y rellenar.

[0010] El virus de gripe causa una infeccién respiratoria aguda, con morbilidad y mortalidad considerables.

La prevalencia es maxima en nifios en edad escolar.

Los nifios pequefios, personas mayores y aquellos con condiciones tales como enfermedad pulmonar y
cardiopatia, diabetes o asma severa estan en riesgo de gripe severa.

Clinicamente, la gripe comprende la enfermedad febril aguda con mialgia, dolor de cabeza y tos.

[0011] Aunque la enfermedad de la gripe se ha conocido durante siglos, el agente causativo fue desconocido
durante mucho tiempo.
El primer virus de gripe humana fue aislado en 1933.

[0012] EI virus podria ser propagado en huevos embrionados (todavia una practica comdn, mas tarde
complementada con la capacidad para crecer el virus en cultivos de células), que inmensamente facilitan la
capacidad de estudiar el virus.

[0013] El virus de gripe es un virus de ARN de la familia Orthomyxoviridae y esta compuesto de un revestimiento
lipidico alrededor de ocho segmentos de ARN. En el revestimiento dos (antigenos) proteinas mayores estan
presentes: la neuraminidasa (NA/N) y la hemaglutinina (HA/H). La hemaglutinina es la proteina que agrega el
virus a las células del epitelio respiratorio y posteriormente se fusiona la membrana virica con la membrana de la
celula epitelial, para permitir la introduccioén del virus.

La neuraminidasa es una enzima virica que facilita la liberacion de particulas viricas recién producidas de células
infectadas.
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[0014] Ademas del hombre, el virus de la gripe puede infectar una amplia gama de especies animales, la mas
pertinente para seres que son pajaros y cerdos, debido a que los virus de estas especies pueden generalmente
también infectar a seres humanos.

Una caracteristica destacada de virus de gripe es variabilidad.

La variacion se conduce por seleccion inmunitaria, lo que significa que el virus constantemente tratara de
escapar de la inmunidad del huésped.

Puede hacerlo mediante la mutacion gradual de sus antigenos conocidos como desviacion antigénica o por
intercambio de segmentos de ARN enteros que codifican antigenos con cepas relacionadas, conocidas como
desvio antigénico.

La seleccion inmunitaria se refiere a respuestas de anticuerpos contra los antigenos de superficie y, en menor
medida, a respuestas de células T, que se dirigen principalmente contra las proteinas internas.

[0015] Debido a la desviaciéon antigénica, se tuvieron que producir cada afio vacunas nuevas contra la gripe
estacional, con los antigenos que se expresan en las cepas viricas circulantes en la estacion respectiva.

El desvio antigénico o una serie de mutaciones de desviacion antigénicas pueden causar una pandemia.

La proteccién contra un brote pandémico necesita el uso de vacunas potentes recién desarrolladas con los
antigenos expresados por el virus pandémico.

[0016] Como se ha explicado aqui, los inventores identificaron un método mejorado para la produccion de
componentes viricos y para una composicion mejorada que comprende tales componentes viricos, donde se
evita o reduce la agregacion.

Resumen de la invencion

[0017] En un primer aspecto, la invencion se refiere a un método para la produccién de una composicién que
comprende particulas de Enterovirus, donde el método comprende los pasos de: a) producir un medio con las
particulas de Enterovirus; b) purificacion de las particulas de Enterovirus desde el medio, por lo cual durante al
menos una parte de la purificacion un aminoacido basico o un derivado esta presente a una concentracion final
de al menos 1 mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus; y c)
inactivacion de las particulas de Enterovirus; y, opcionalmente d) formulacion de las particulas de Enterovirus,
donde el aminoacido basico o derivado es seleccionado del grupo que consiste en: arginina, lisina, histidina,
arginina HCI, lisina HCI, histidina HCI, agmatina, dihidrocloruro de ester etilico de L-arginina, acido tranexamico,
N-e-formil-L-lisina, hidrocloruro DL-5-hidroxilisina, dihidrocloruro de éster metilico de L-lisina, 3-metil-L-histidina,
a-metil-DL-histidina dihidrocloruro, sales derivadas y combinaciones de los mismos.

[0018] Preferiblemente durante el paso d) el aminoacido basico o derivado esta presente a una concentracion
suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus para formular una composicion
farmacéutica que comprende las particulas de Enterovirus y opcionalmente una concentracion del aminoacido
basico o derivada suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus.

[0019] Mas preferiblemente, en el método preferiblemente, la concentracién del aminoacido basico o derivado
esta a una concentracion final de al menos 1 mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las
particulas de Enterovirus y se mantiene en toda la duracion entera de al menos uno de los pasos c) y d).

[0020] En el método segun la invencion, las particulas de Enterovirus preferiblemente son seleccionadas de un
enterovirus del grupo que consiste en poliovirus, virus Coxsackie A, virus Coxsackie B, Echovirus y Enterovirus
68, 69, 70, 71y 73.

Mas preferiblemente, las particulas de Enterovirus comprenden poliovirus de los serotipos 1, 2 y 3. En una forma
de realizacion, las particulas de Enterovirus preferiblemente son particulas de tipo virus de un enterovirus.

[0021] En el método segun la invencion, la composicion que comprende particulas de Enterovirus es
preferiblemente una vacuna.
Mas preferiblemente, la vacuna es una vacuna inactivada contra la poliomielitis (IPV).

[0022] La invencién ademas se refiere al uso de un aminoacido basico o derivado para prevenir o reducir la
agregacion de particulas de Enterovirus durante la purificacion de las particulas de Enterovirus a partir de un
medio, por lo cual durante al menos una parte de la purificacion del aminoacido basico o su derivado esta
presente a una concentracion final de al menos 1 mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las
particulas de Enterovirus y donde el aminoacido basico o derivado es seleccionado del grupo que consiste en:
arginina, lisina, histidina, arginina HCI, lisina HCI, histidina HCI, agmatina, dihidrocloruro de ester etilico de L-
arginina, acido tranexamico, N-e-formil-L-lisina, hidrocloruro DL-5-hidroxilisina, dihidrocloruro de éster metilico de
L-lisina, 3-metil-L-histidina, a-metil-DL-histidina dihidrocloruro, sales derivadas y combinaciones de los mismos,
donde preferiblemente, las particulas de Enterovirus son seleccionadas de un Enterovirus del grupo que consiste
en poliovirus, virus Coxsackie A, virus Coxsackie B, echovirus, rinovirus y enterovirus 68, 69, 70,71 y 73, mas
preferiblemente, las particulas de Enterovirus son los poliovirus de al menos uno de los serotipos 1, 2 y 3, de la
forma mas preferible, las particulas de Enterovirus son una vacuna inactivada contra la poliomielitis (IPV).
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Descripcion de la invencion

[0023] Sorprendentemente descubrimos que aminoacidos basicos (tal como por ejemplo arginina) y diferentes
derivados de los mismos se pueden usar para la prevencion de formacion de agregados, durante el
procesamiento de diferentes virus (con envoltura (es decir gripe) y sin envoltura (es decir poliovirus)) en la
fabricacion de la vacuna.

Estos virus fueron derivados de distintos sistemas de cultivo (gripe por huevos embrionados y poliovirus por
cultivo celular).

Como resultado, se han logrado recuperacones de producto virico significativamente mas altas y/o mejor
eliminacion de contaminantes mientras se mantiene un producto activo biolégico.

Estos mayores rendimientos viricos, que proporcionan ventajas econdmicas significativas sobre métodos de
purificacién virico conocidos no estaban previstos.

Como parte de la divulgacion, aminoacidos basicos (tal como por ejemplo arginina) y diferentes derivados de los
mismos se pueden usar para la solubilizacién (disolucidon/desintegracion) o agregados ya formados, durante el
almacenamiento de productos viricos (intermedios).

[0024] La prevencion de agregacion usando aminodacidos basicos ha sido mostrada previamente para
anticuerpos monoclonales (MAbs) (Arakawa T, et al, 2004; US2012264918) y proteinas (Baynes BM, 2004 and
2005).

Sin embargo, no se demostro para estructuras de proteina cuaternarias altamente complejas como virus.

En el caso de toxoide de Clostridium (US 2011/0045025), la arginina incluso facilito la agregacion.

[0025] Ademas, el aminoacido basico, tal como arginina ha mostrado tener ademas actividades virucidas
(Yamasaki H, et al, 2008; Utsunimoia H, et al, 2009; Arakawa T, et al, 2009) haciéndolos improbablemente
agentes para uso durante el procesamiento de virus y componentes viricos.

La US2012/273424 A1 se refiere a métodos de preparacion de composiciones que comprenden particulas
viricas.

La US5618539A se refiere a la preparacion de vacunas de poliovirus.

Brautigam et al. (1993, virologia, doi: 10.1006/viro.1993.1067) se refiere a la preparacion de particulas tipo
poliovirus de células.

[0026] Las vias de agregacion de supresion de proteinas normales que usan aminoacidos basicos ya han sido
identificadas.

La US 2006/035364 A1y WO 2009/035707 A1 y Baines et al. (2005, Biochemistry, doi: 10.1021/Bl047528R) se
refieren al uso de aminoacidos para reducir la agregacion de polipéptidos.

En la presente invencion, descubrimos que la agregacion podria ser suprimida, reducida y/o evitada para
estructuras complejas altamente compuestas por diferentes "bloques" de proteinas (poliproteina/subunidad de
multiestructuras) que forman una estructura cuaternaria estable (como es el caso de vacunas viricas o complejos
biologicos).

La persona experta entiende que algunas proteinas solo forman una estructura terciaria que en algunos casos se
pueden estabilizar por un aminoacido basico.

Sin embargo, los virus consisten en multiples de estas estructuras terciarias (diferente)s juntas y unir/ensamblar
para formar un producto (temporal)/estable (estructura cuaternaria) con una estructura helicoidal, isocahedral o
una aun mas compleja.

Uno de los virus evaluados en la presente invencion tiene tal especie de estructura compleja ya que esta
comprende una envoltura de membrana.

Los virus difieren de estructuras de proteina cuarternaria (biolégica) compleja normal en el sentido de que estas
se pueden replicar y multiplicar/reproducir ellas mismas usando células huésped y se pueden desarrollar por
seleccion natural (Holes EC 2007; Taylor DJ, et al 2013).

Ademas, algunos virus han mostrado tener la capacidad de formar estructuras especializadas para el transporte
de material gendmico en células huésped (Sun L, et al 2014) o ser parasitadas por otros virus, denominados,
virofagos (Pearson H, 2008; and Desnues, C, et al 2010).

[0027] La introduccion de ambos virus envueltos y sin envoltura en una célula requiere interacciones entre
receptores celulares y el revestimiento virico o envoltura.

Estos son especificos para ciertas células huéspedes como una clave para un blogueo.

Esta estructura cuaternaria virica necesita ser mantenida en la estructura/conformacién correcta (parcialmente
forma el revestimiento virico) ya que su funciéon primaria es proteger (por ejemplo, de calor, pH, UV, etc.) el
genoma entre células y para enlazar a células huésped susceptibles, bien internamente dentro de una forma de
realizaciéon o del ambiente externo en una forma de realizacion individual/huésped completamente nuevo.

[0028] En vistas de la complejidad, los trabajos e intrincacion de la estructura de los componentes viricos, la
persona experta podria no tener previsto que el uso de un aminoacido basico podria prevenir o reducir la
agregacion mientras la estructura virica permanece intacta y la contagiosidad, especificidad e inmunogenicidad
se mantienen.
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[0029] Por consiguiente, en un primer aspecto, la invencion se refiere a un método para la produccion de una
composicion que comprende particulas de Enterovirus, donde el método comprende los pasos de:
a) produccion de un medio con las particulas de Enterovirus;
b) purificacion de las particulas de Enterovirus del medio, por lo cual durante al menos una parte de la
purificacion un aminoacido basico o un derivado esta presente a una concentracion final de al menos 1 mM y
es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus; y
c) inactivacion de las particulas de Enterovirus;
donde el aminoacido basico o derivado es seleccionado del grupo que consiste en: arginina, lisina, histidina,
arginina HCI, lisina HCI, histidina HCI, agmatina, dihidrocloruro de ester etilico de L-arginina, acido tranexamico,
hidrocloruro DL-5-hidroxilisina, dihidrocloruro de éster metilico de L-lisina, 3-metil-L-histidina, sales derivadas y
combinaciones de los mismos.

Aminoacido basico o derivado

[0030] Un aminoacido basico puede ser cualquier aminoacido D o L que es farmacéuticamente aceptable.

Un aminoacido basico puede estar en forma de un muriato (por ejemplo, limitado a una o mas sales clorhidricas)
u otra forma de sustancia quimica acoplada.

Tales aminoacidos incluyen los 3 aminoacidos estandar 'proteinogénicos' o 'naturales": histidina, arginina, lisina al
igual que un derivado de las mismas. Histidina, arginina y/o lisina puede ser bien isémeros D o L épticos o
mezclas derivadas, aunque preferiblemente lo(s) aminoacido(s) son isémeros L.

[0031] Un derivado de un aminoacido basico puede ser cualquier forma derivada del mismo que podria ser
sintetizado por una persona experta: ver por ejemplo:
www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistryproducts.html?TablePage=1625523 o Sigma Aldrich's" aminoacido
Derivatives" catalogo de producto o cualquier otra fuente comercial.

[0032] Un derivado de un aminoacido basico puede ser una forma quiral o isomérica de histidina, arginina o
lisina.

Un derivado de un aminoacido basico puede ser un producto metabdlico de histidina, arginina o lisina.

Los derivados preferidos de lisina son seleccionados de: acido tranexamico, N-e-formil-L-lisina y mono o sales de
dihidrocloruro de lisina tales como hidrocloruro DL-5-Hidroxilisina y dihidrocloruro de éster metilico de L-lisina.
Los derivados preferidos de arginina son seleccionados de: L-arginina de N-a-acetilo, agmatina, sal de sulfato de
agmatina y mono o sales de dihidrocloruro de arginina tal como Dihidrocloruro de Ester etilico de L-arginina.

Los derivados preferidos de histidina son seleccionados de: 3-metil-L-histidina y mono o sales de dihidrocloruro
de histidina tales como a-metil-DL-histidina dihidrocloruro.

[0033] En una forma de realizacion preferida, el aminoacido basico o un derivado es seleccionado del grupo que
consiste en: L-arginina, d-arginina, l-lisina, L-histidina, formas quiral/isomérica/racemato de arginina, lisina,
histidina, arginina HCI, lisina HCI, histidina HCI, agmatina, sal de sulfato de agmatina, dihidrocloruro de éster
etilico de L-arginina, acido tranexamico, sal de monohidrocloruro de lisina, sal de monohidrocloruro de histidina,
sal de monohidrocloruro de arginina, sal de dihidrocloruro de lisina, sal de dihidrocloruro de histidina, sal de
dihidrocloruro de arginina, hidrocloruro DL-5-hidroxilisine, dihidrocloruro de éster metilico de L-lisina, 3-metil-L-
histidina, glutamato de arginina, acetato de arginina, aspartato de arginina, sulfato de arginina, glutamato de
lisina, acetato de lisina, acetato de histidina y cocoato de L-arginina.

También comprende que un aminoacido basico o un derivado se puede combinar con una forma de sal como
acido glutamico de arginina, acido de acetato de arginina, acido de aspartato arginina etc. Como parte de la
divulgacion, el aminoacido basico o un derivado es seleccionado del grupo que consiste en: producto metabdlico
de arginina, lisina, histidina, L-arginina de N-a-acetilon, N-e-formil-L-lisina y a-metil-DL-histidina dihidrocloruro,
butiroil-L-arginina, N a-cocoil-L-arginina ester etilico y N-[3-alkil(12,14)oxi-2-hidroxipropil]-L-arginina hidrocloruro.

[0034] Un aminoacido basico o un derivado se puede adicionar a una composiciéon o solucién que comprende
componentes viricos y agregados del mismo para obtener una concentracion final de al menos 1, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 81, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230,
240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450,
460, 470, 480, 490, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, o 1000 mM y/o menos del 1000 mM, 950,
900, 850, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500, 490, 480, 470, 460, 450, 440, 430, 420, 410, 400, 390, 380, 370,
360, 350, 340, 330, 320, 310, 300, 290, 280, 270, 260, 250, 240, 230, 220, 210, 200, 190, 180, 170, 160, 150,
140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 o 5 mM. Se describen concentraciones
finales inferiores a 1, 0.50, 0.45, 0.40, 0.35, 0.30, 0.25, 0.20, 0.15, 0.1, 0.05,0.015 o0 0.01 mM o en el rango de
0.01-1000 mM o 0.015-1000 mM, o al menos 0.01, 0.015, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40, 0.45, o
0.5 mM. Si mas de un aminoacido basico diferente o derivado esta presente en dicha composicion o soluciéon
como mas tarde se ha explicado aqui, la concentracion identificada arriba se refiere a la concentracion total de
aminoacido basico o derivados de la misma.

Si un aminoacido basico o un derivado se usa, la concentracion total de aminoacido basico o derivada es
sindnima con la concentracion de dicho aminoacido.
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Se entiende que un aminoacido basico o un derivado se puede adicionar como un aditivo (también referido como
excipiente, cosolvente o cosoluto), como un sdlido (para ser disuelto en la mezcla), como una solucidon acuosa
(concentrada) en el agua o tampon o cambiada contra el agua o tampdn que contiene dicho aminoacido basico
via por ejemplo diafiltracion, a una composicion o solucidon que comprende componentes viricos y agregados de
los mismos.

[0035] Dependiendo de la identidad del virus, la persona experta puede adaptar la concentracion para alcanzar el
efecto deseado en la prevencion o reduccion de agregacion.

Por ejemplo, para poliovirus, la concentracion de un aminoacido basico o derivado de la misma es
preferiblemente no mayor que 100 mM o no mayor que 150 mM.

[0036] Un aminoacido basico preferido es arginina, mas preferiblemente L-arginina.

Una concentracion preferida de L-arginina en dicha composicion o solucion comprende los componentes viricos
y agregados de la misma oscila de 1-1000 mM, 1-900 mM, 1-600 mM, 5-500 mM, 10- 400 mM, 15- 300 mM, 20-
200 mM, 25- 200 mM, 30- 200 mM, 35- 200 mM, 40- 200 mM, 45- 200 mM, 50- 300 mM o 70-250 mM.
Resultados buenos fueron obtenidos con 150 mM en el caso de poliovirus y 350 mM en el caso de virus de gripe.
Los rangos de concentracion descritos de L-arginina son 0.01-1000 mM, 0.015-1000 mM, 0.05-1000 mM, 0.1-
1000 mM, 0.5-1000 mM, 0.8-1000 mM, 0.1-900 mM, 0.8-900 mM, 0.1-800 mM, 0.8-800 mM, 0.1-700 mM y 0.5-
700 mM.

[0037] Un derivado preferido o producto de arginina es agmatina.

Una concentracion preferida de agmatina en dicha composicion o solucién que comprende los componentes
viricos y agregados de la misma oscila de 1-1000 mM, 1-900 mM, 1-600 mM, 5-500 mM, 10- 400 mM, 15- 300
mM, 20- 200 mM, 25- 200 mM, 30- 200 mM, 35- 200 mM, 40- 200 mM, 45- 200 mM, 50- 300 mM o 70-250 mM.
Resultados buenos fueron obtenidos con 100 mM y con 25 mM. Rangos de concentracion descritos de agmatina
son 0.01-1000 mM, 0.015-1000 mM, 0.05-1000 mM, 0.1-1000 mM, 0.5-1000 mM, 0.8-1000 mM, 0.1-900 mM,
0.8-900 mM, 0.1-800 mM, 0.8-800 mM, 0.1-700 mM y 0.5- 700 mM.

[0038] Otro aminoacido basico preferido es lisina, mas preferiblemente L-lisina.

Una concentracion preferida de lisina en dicha composicién o solucion que comprende los componentes viricos y
agregados de la misma oscila de 1-1000 mM, 1-900 mM, 1-600 mM, 5-500 mM, 10- 400 mM, 15- 300 mM, 20-
200 mM, 25- 200 mM, 30- 200 mM, 35- 200 mM, 40- 200 mM, 45- 200 mM, 50- 300 mM o 100-250 mM.
Resultados buenos fueron obtenidos con 150 mM y con 75 mM. Los rangos de concentracion descritos de lisina
son 0.01-1000 mM, 0.015-1000 mM, 0.05-1000 mM, 0.1-1000 mM, 0.5-1000 mM, 0.8-1000 mM, 0.1-900 mM,
0.8-900 mM, 0.1-800 mM, 0.8-800 mM, 0.1-700 mM y 0.5- 700 mM,

[0039] La solucion que comprende un aminoacido basico o un derivado tiene preferiblemente un pH neutro, por
ejemplo, un pH en el rango de 6.0 - 8.0, 0 6.5- 7.5 0 un pH de aproximadamente 7.0.

Mas preferiblemente, el pH de la solucion esta por debajo del pl del aminoacido basico que se usa.

Esta solucién preferiblemente comprende un tampoén para mantener el pH en los valores indicados.

En principio cualquier tampon farmacéuticamente aceptable, que preferiblemente tenga una capacidad de
tamponamiento eficaz en el rango de valores de pH como se indican, se puede usar en la solucion.

El tampdn esta preferiblemente presente en una concentracion en el rango de 0.5 - 100 mM, mas
preferiblemente en el rango de 1 - 75 mM y mas preferiblemente en el rango de 2 - 40 mM, tal como 20 o 40 mM.

[0040] Los tampones adecuados para usar en la solucion incluyen, pero no estan limitados a tampon Mcllvaine
(una mezcla de 0.1M acido citrico y 0.2M fosfato disodio), un tampon de citrato, un tampén fosfato, un tampén
HEPES, un tampdn de tuberias y un tampoén de histidina.

[0041] Mas preferiblemente, cada uno de los aminoacidos basicos o derivados usados aqui es preferiblemente
tamponado a pH 7. Mas preferiblemente, el tampoén es un tampoén fosfato a una concentracion de 20 o 40 mM.

[0042] Sin embargo, se incluye también en el contexto de la invencién que no se necesita ningin tampoén o
ningun tampon esta presente.

En este caso, la composicion o solucién comprende o consiste en el componente virico y un aminoacido basico o
un derivado tal y como se define aqui y no otro tampon.

Preferiblemente, dicha composicién o solucidon consiste en el componente virico y un aminoacido basico tal y
como se define aqui.

[0043] Se incluye en el contexto de la invencion que mas de unos aminoacidos basicos y/o mas de unos
derivados de los mismos se usan en un método de la invencidon para la prevencion y/o reduccion de la
agregacion de componentes viricos.

Una combinacion preferida de aminoacido basico es una combinacion que comprende arginina, lisina e histidina.
También se incluye el uso de un aminoacido basico dado o derivado del mismo en un paso del proceso de la
invencion (es decir, un procesamiento aguas arriba, paso de procesamiento aguas arriba, un paso de
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inactivacion y/o un paso de formulacién) y para usar un aminoacido basico diferente o derivado en otro paso de
este mismo proceso.

Por ejemplo, agmatina se puede adicionar a material concentrado, mientras la arginina se puede usar durante un
paso de proceso de purificacion final, por ejemplo, durante un paso cromatografico.

[0044] EI aminoacido basico esta presente durante el paso b) pero se puede adicionar o estar presente durante
cualquier paso del proceso y esto puede pero no necesariamente estar presente durante todos los pasos del
proceso.

El aminoacido basico puede faciimente ser quitado o cambiado, cuando se desee, mediante filtracion,
cromatografia o dialisis (véase ejemplo 6).

Componentes viricos

[0045] Un "componente virico" se entiende aqui que se refiere a un agente biolégico, que es activo
fisioldgicamente o activa una respuesta fisioldgica cuando se aplica a un mamifero, especialmente cuando se
aplica a un humano, preferiblemente en una forma farmacéuticamente aceptable.

Un componente virico se puede producir por u obtener a partir de un organismo huésped, tal como animal,
planta, bacterias u hongos.

Un componente virico puede ser un agente a base de proteinas, es decir un agente que comprende material
proteinaceo tal como proteinas, polipéptidos y péptidos.

Un componente virico puede comprender ademas o consistir en acido nucleico, por ejemplo ADN, ARN o un
analogo de acido nucleico.

Un componente virico puede comprometer ademas lipido(s) de membrana por ejemplo del OMV, liposomas,
virosomas.

[0046] Un componente virico preferido comprende o consiste en un virus o un virién, preferiblemente un virus
que infecta mamiferos, preferiblemente un virus que infecta a seres humanos.

El virus puede ser un virus envuelto pero es preferiblemente un virus sin envoltura.

Se entiende aqui que el término “virus” o "componente virico" como se utiliza en este caso incluye virus tipo
salvaje, ya que estos se producen en la naturaleza (por ejemplo aislados naturales), al igual que virus atenuado
‘artificial', mutante, quimérico, pseudo- y virus defectuosos.

El término 'virus’ o "componente virico" también incluye virus recombinantes, es decir, virus construidos
utilizando la tecnologia del ADN recombinante, tal como virus defectuosos, por ejemplo, carentes de (partes de)
uno, mas o todos los genes viricos y vectores de terapia genética donde parte del genoma virico se sustituye por
uno o mas gen(es) de interés.

[0047] En una forma de realizacién preferida, el componente virico es una particula virica.

En el contexto de la invencion del término "particula virica" se entiende que incluye viriones completos al igual
que particulas tipo viricas que tienen un tamafio y/o composicién de capsida que son idénticas o similares a
aquellas del virion tipo salvaje correspondiente pero que no contienen el genoma virico completo o no contienen
ningun acido nucleico y/o que carecen de (el complemento completo de) proteinas de nucleo virico (tales como
por ejemplo nucleoproteinas).

[0048] Los componentes viricos que se pueden utilizar en un método o composicidon de la invencién
preferiblemente son de virus seleccionados del grupo que consiste en el Picornaviruses y virus de ARNss de
cadena negativa que incluyen Orthomyxovirus y Paramixovirus.

[0049] Un Picornavirus preferido es un Enterovirus.

[0050] Los enterovirus son los miembros de la familia de picornavirus, un grupo grande y diverso de virus de
ARN pequefio caracterizado por un ARN gendémico de cadena positiva Unica. Todos los enterovirus contienen un
genoma de aproximadamente 7,500 bases y se conocen por tener una alta frecuencia de mutacion debido a
replicacion de baja fidelidad y recombinacion frecuente.

Después de la infeccion de la célula huésped, el genoma se traduce en una manera independiente de la capa en
una poliproteina Unica, que se procesa posteriormente por proteasas codificadas de virus en las proteinas
capsidas estructurales y las proteinas no estructurales, que estan principalmente implicadas en la replicacion del
virus.

El género enterovirus incluye las siguiente doce especies: enterovirus A (anteriormente enterovirus humano A),
enterovirus B (anteriormente enterovirus humano B), enterovirus C (anteriormente enterovirus humano C),
enterovirus D (anteriormente enterovirus humano D), enterovirus E (bovino anteriormente enterovirus grupo A),
enterovirus F (anteriormente enterovirus bovino grupo B), enterovirus G (anteriormente enterovirus porcino B),
enterovirus H (anteriormente enterovirus simico A), enterovirus J, rinovirus A (anteriormente rinovirus humano A),
rinovirus B (anteriormente rinovirus humano B) y rinovirus C (anteriormente rinovirus humano C).

Dentro de estas doce especies estan los serotipos:

Coxsackievirus:
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e serotipos CV-A2, CV-A3, CV-A4, CV-A5, CV-A6, CV-A7, CV-A8; CV-A10; CV-A12; CV-A14 y CV-A16
(descubiertos bajo las especies Enterovirus A).

e serotipos CV-B1, CV-B2, CV-B3, CV-B4, CV-B5, CV-B6 y CV-A9 (descubiertos bajo las especies
Enterovirus B).

e serotipos CV-A1; CV-A11; CV-A13; CV-A17; CV-A19; CV-A20; CV-A21; CV-A22 y CV-A24
(descubiertos bajo las especies Enterovirus C).

Echovirus:

e serotipos E-1, E-2, E-3, E-4, E-5, E-6, E-7, E-9; E-11; E-12; E-13; E-14; E-15; E-16; E-17; E-18; E-19; E-
20; E-21; E-24; E-25; E-26; E-27; E-29; E-30; E-31; E-32 y E-33 (descubiertos bajo las especies
Enterovirus B).

Enterovirus:

e tipos EV-A71; EV-A76; EV-A89; EV-A90; EV-A91; EV-A92; EV-A114; EV-A119; SV19; SV43; SV46 y
BA13 (descubiertos bajo las especies Enterovirus A).

e tipos EV-B69; EV-B73; EV-B74; EV-B75; EV-B77; EV-B78; EV-B79; EV-B80; EV-B81; EV-B82; EV-B83;
EV-B84; EV-B85; EV-B86; EV-B87; EV-B88; EV-B93; EV-B97; EV-B98; EV-B100; EV-B101; EV-B106;
EV-B107; EV-B110 y SA5 (descubiertos bajo las especies: Enterovirus B).

e tipos EV-C95; EV-C96; EV-C99; EV-C102; EV-C104; EV-C105; EV-C109; EV-C116; EV-C117 y EV-
C118 (descubiertos bajo las especies Enterovirus C).

e tipos EV-D68; EV-D70; EV-D94; EV-D111 y EV-D120 (descubiertos bajo las especies Enterovirus D).

e tipos: EV-H1 (descubiertos bajo las especies Enterovirus H).

e tipos: SV6; EV-J103; EV-J108; EV-J112; EV-J115 y EV-J121 (descubiertos bajo las especies
Enterovirus J).

Rinovirus humanos:

e tipos HRV-A1, HRV-A2, HRV-A7, HRV-A8, HRV-A9; HRV-A10; HRV-A11; HRV-A12; HRV-A13; HRV-
A15; HRV-A16; HRV-A18; HRV-A19; HRV-A20; HRV-A21; HRV-A22; HRV-A23; HRV-A24; HRV-A25;
HRV-A28; HRV-A29; HRV-A30; HRV-A31; HRV-A32; HRV-A33; HRV-A34; HRV-A36; HRV-A38; HRV-
A39; HRV-A40; HRV-A41; HRV-A43; HRV-A44; HRV-A45; HRV-A46; HRV-A47; HRV-A49; HRV-A50;
HRV-A51; HRV-A53; HRV-A54; HRV-A55; HRV-A56; HRV-A57; HRV-A58; HRV-A59; HRV-AG0; HRV-
A61; HRV-A62; HRV-AG63; HRV-A64; HRV-AG5; HRV-A66; HRV-A67; HRV-A68; HRV-A71; HRV-A73;
HRV-A74; HRV-A75; HRV-A76; HRV-A77; HRV-A78; HRV-A80; HRV-A81; HRV-A82; HRV-A85; HRV-
A88; HRV-A89; HRV-A90; HRV-A94; HRV-A95; HRV-A96; HRV-A98; HRV-A100; HRV-A101; HRV-
A102 y HRV-A103 (descubiertos bajo las especies Rinovirus A).

¢ tipos HRV-B3, HRV-B4, HRV-B5, HRV-B6; HRV-B14; HRV-B17; HRV-B26; HRV-B27; HRV-B35; HRV-
B37; HRV-B42; HRV-B48; HRV-B52; HRV-B69; HRV-B70; HRV-B72; HRV-B79; HRV-B83; HRV-B84;
HRV-B86; HRV-B91; HRV-B92; HRV-B93; HRV-B97, y HRV-B99 (descubiertos bajo las especies
Rinovirus B).

¢ tipos HRV-C1, HRV-C2, HRV-C3, HRV-C4, HRV-C5, HRV-C6, HRV-C7, HRV-C8, HRV-C9; HRV-C10;
HRV-C11; HRV-C12; HRV-C13; HRV-C14; HRV-C15; HRV-C16; HRV-C17; HRV-C18; HRV-C19; HRV-
C20; HRV-C21; HRV-C22; HRV-C23; HRV-C24; HRV-C25; HRV-C26; HRV-C27; HRV-C28; HRV-C29;
HRV-C30; HRV-C31; HRV-C32; HRV-C33; HRV-C34; HRV-C35; HRV-C36; HRV-C37; HRV-C38; HRV-
C39; HRV-C40; HRV-C41; HRV-C42; HRV-C43; HRV-C44; HRV-C45; HRV-C46; HRV-C47; HRV-C48;
HRV-C49; HRV-C50 y HRV-C51 (descubiertos bajo las especies Rinovirus C).

Los poliovirus:
e serotipos PV-1, PV-2, y PV-3 (descubiertos bajo las especies: Enterovirus C).

[0051] Los enterovirus preferidos incluyen el virusCoxsackie A, virus Coxsackie B, ecovirus y enterovirus 68, 69,
70,71y 73 (por ejemplo, tipos EV-D68; EV-B69; EV-D70 y EV-A71).

De la forma mas preferible el virus es un poliovirus.

El componente virico puede comprender uno o mas de los serotipos polioviricos 1, 2 y 3 pero preferiblemente los
componentes viricos comprenden todos los tres serotipos polioviricos 1, 2 y 3. Las cepas adecuadas de
poliovirus de serotipo 1 incluyen pero de forma no limitativa una o mas de las cepas Sabin 1, Mahoney,
Brunenders, Brunhilde, chat y Cox.

Las cepas adecuadas de poliovirus de serotipo 2 incluyen pero de forma no limitativa una o mas de las cepas
Sabin 2, MEF-1 y Lansing.

Las cepas adecuadas de poliovirus de serotipo 3 incluyen pero de forma no limitativa una o mas de las cepas
Sabin 3, Saukett Hy G, y Leon.

En unos ejemplos de realizacion preferidos, el componente virico es o comprende una vacuna frivalente
inactivada contra la polio tal como por ejemplo el Salk-IPV, que contiene la cepa Mahoney virico de la polio
inactivada para tipo 1, la cepa MEF-1 de tipo 2 virico de la polio inactivada y la cepa Saukett virico de la polio
inactivada polio para tipo 3 o sIPV, que contiene las cepasSabin-1; -2 y -3 viricos de la polio inactivadas (van
Wezel et al, 1978; Montagnon et al, 1983 & 1984).
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VLP (particulas tipo virus) se incluyen también dentro del campo de la invencion.

[0052] En otra forma de realizacion, el virus es un virus de ARNss de cadena negativa (Mononegaviricos). Los
virus de ARNss de cadena negativa incluyen los virus siguientes:
Bornaviridae:

Bornavirus Virus de enfermedad de Borna
Rhabdoviridae:
Vesiculovirus Virus de la estomatitis vesicular de Indiana
Lissavirus Virus de la rabia
Efemerovirus Virus de fiebre efimera bovina
Novirhabdovirus Virus de necrosis hematopoyética infecciosa
Filoviridae:
Marburgvirus El lago Victoria Marburgvirus
Ebolavirus Zaire Ebolavirus
Paramixoviridae:
Paramixovirinae:
Rubulavirus virus de la parotiditis
Avulavirus virus de la enfermedad de
Newcastle
Respirovirus Virus Sendai
Henipavirus Virus Hendra
Morbillivirus Virus del sarampién
Pneumovirinae:
Pneumovirus Virus respiratorio sincitial humano
Metapneumovirus Metapneumovirus aviar
Orthomyxoviridae:
Virus gripe A Virus gripe A
Virus gripe B virus gripe B
Virus gripe C virus gripe C
Togotovirus virus Togoto
Virus isa Virus de anemia de salmon infeccioso
Buniaviridae:
Orthobunyavirus Virus Bunyamwera
Hantavirus Virus Hantaan
Nairovirus Virus Dugbe
Flebovirus Fiebre de valle del Rift
Arenaviridae:
Arenavirus Virus linfocitico choriomeningitis

[0053] Un virus de ARNss de cadena negativa preferido es un virus que pertenece a los Paramixoviridae o a los
Orthomyxoviridae.

Un virus preferido de la paramixoviridae es un virus como se ha enumerado arriba que pertenece al
Paramixovirinae o al Pneumovirinae.

El Pneumovirus es preferiblemente un virus respiratorio sincitial (RSV), mas preferiblemente un RSV humano o
bovino. EI RSV humano puede bien ser un virus subgrupo A o B y es preferiblemente un aislado clinico, mas
preferiblemente un aislaado que no ha sido extensivamente transferido in vitro (preferiblemente transferido
menos de 10, 8, 6 o 5 veces).

Preferiblemente el virus RSV (humano o bovino) es un virus que comprende un genoma virico con un gen de
proteina de unién eliminado o inactivado G, por ejemplo, con una mutacién en su genoma virico por la cual el
genoma virico no codifica una proteina de unién funcional G, tal como por ejemplo los viriones RSV AG y RSV A
G+G como se describe en la WO 2005/061698 y en Widjojoatmodjo et al. 2010.

Los virus preferidos del Paramixovirinae incluyen Rubulavirus (virus de la parotiditis) y Morbillivirus (virus del
sarampion).

[0054] En otra forma de realizacion, un componente virico es un virus o un virién de unos Orthomyxoviridae.

Los Orthomyxoviridae preferidos son un virus de gripe.

El virus de la gripe puede ser un virus de gripe de los géneros virus de gripe A, B o C, de los cuales A es mas
preferido.

Los subtipos preferidos de virus de gripe A incluyen H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7, H1N2, HON2, H7N2,
H7N3 y H10N7, incluyendo el virus de gripe A de origen porcino pandémico 2009 (H1N1) (SOIV o H1N1v).

[0055] Los componentes viricos estan preferiblemente presentes en una composicion o una soluciéon en una
cantidad que varia de 1 x 10° a 7 x 10'6 particulas inactivadas o vivas y/o muertas por ml.

El numero de particulas vivas se puede determinar por ejemplo por unidades de formacion de placas, cultivo
celular o dosis infecciosa de cultivo de tejido 50% (CClIDso 0 TCIDsp) y otros ensayos viroldgicos adecuados para
la determinacién del componente virico.
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El nimero de particulas muertas o inactivadas se puede determinar utilizando un ensayo que cuantifica la
cantidad de antigeno, tal como por ejemplo ensayos de proteina o ensayos que determinan unidades de
hemaglutinacion o unidades de polio D antigeno o unidades de N-antigeno.

Preferiblemente, los componentes viricos estan presentes en dicha composicién o soluciéon en una cantidad de al
menos 1 x 10", 1 x 102, 1 x 103, 1 x 103, 1 x 104, 1 x 10%, 1 x 108, 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10°0 1 x 100 1 x 10", 1 x
102, 1 x 10" particulas vivas y/o muertas o inactivadas por ml y/o en una cantidad de hasta 7 x 106, 1 x 1076, 1
x 105 de particulas vivas y/o muertas o inactivadas por ml.

[0056] La cantidad de componentes viricos en dicha composicién o soluciéon también pueden ser expresadas
como peso de dichos componentes viricos por ml de la solucion.

Preferiblemente, los componentes viricos estan presentes en la solucién en un peso/ml que varia de 1 FG/ml a
10 g/ml.

Mas preferiblemente, los componentes viricos estan presentes en dicha composicién o solucién en una cantidad
de al menos 10-'%, 104, 10°'3, 102, 10-"", 100, 10-°, 108, 107, 106, 105, 10, g/ml y/o en una cantidad de hasta
103, 102, 10" 0 10° g/ml.

El peso de dichos componentes viricos en dicha composicién o soluciéon se puede determinar por medios
conocidos en la técnica per se, que incluyen por ejemplo ensayos de proteina.

Los pesos anteriormente mencionados del agente biofarmacéutico pueden asi también ser expresados como
gramos de proteina por ml para ser determinados en un ensayo de proteina adecuado (por ejemplo, el ensayo
Bradford; Zor and Selinger, 1996).

[0057] En una forma de realizacién preferida donde los componentes viricos presentes en una composicion o
solucion son o comprenden poliovirus, la cantidad de poliovirus en dicha composiciéon o soluciéon preferiblemente
es al menos 0.01, 0.1, 1.0, o 10 DU/ml y hasta 10.000,1.000 o 100 DU/ml, donde 1 DU se define como se
describe en las recomendaciones OMS (TRS, NO 980, anexo 2,2014) serie de informes técnicos de la OMS
Organizacion Mundial de la Salud, recomendaciones para la produccion y el control de la vacuna contra la
poliomiellitis (inactivada) o donde 1 DU se define y determina con un ELISA como se describe por Westdijk et al.
2011 or Ten Have et al. 2012.

En una forma de realizacion donde la composicion o soluciéon que comprende dichos componentes viricos es o
comprende una vacuna, preferiblemente una (vacuna) de poliovirus multivalente esta presente, se entiende que
cada serotipo virico de la polio esta presente en una cantidad de al menos 0,01, 0,1,1,0, o 10 DU/ml y hasta
10,000, 1,000 o 100 DU/ml.

[0058] En una forma de realizacion preferida, los componentes viricos presentes en una composicion o solucién
son o comprenden RSV. Mas preferiblemente, la cantidad de RSV en dicha composicién o solucién es al menos
1x 10", 1x10% 1x 103 1 x 103, 1 x 10* TCIDs¢/ml y hasta 7 x 106, 1 x 106, 1 x 105, 1 x 10" TCIDso/ml, donde
el TCIDso para RSV se define y determina como se describe por Widjojoatmodijo et al. 2010.

Agregacion

[0059] En el contexto de la invencion, agregacion significa una interaccion entre componentes, aqui entre
componentes viricos tales como particulas viricas.

Sin embargo, agregacion también abarca la agregacion de particulas viricas con material presente en la
composicion o solucion tales como impurezas tipo proteinas de célula huésped.

Tal interaccion puede ser covalente o no covalente, soluble o insoluble reversible o irreversible.

La agregacion se puede encontrar en cualquier paso durante un proceso para producir componentes viricos:
durante un paso de cultivo, un paso de purificacion, una inactivacién y/o un paso de formulacion.

La agregacion también se puede encontrar una vez se hayan producido componentes viricos.

Los agregados asi formados estan presentes, ya que particulas y directrices actuales limitan el niumero de
particulas que se permiten en una cantidad final de productos (bio)farmacéuticos (Farmacopea de EU y
Europea).

[0060] Los componentes viricos en una composicion o solucidon podrian estar presentes como particulas solubles
que estan vivas, muertas o atenuadas como se ha indicado anteriormente.

Los componentes viricos podrian también estar presentes como agregados en dicha composicion o solucion.
Normalmente tales agregados de componentes viricos deberian ser retirados.

La presencia de agregados en una composicion o solucion que comprende componentes viricos se puede
evaluar directamente por cuantificacion de la reflexion o propiedades de transmision en funcion de una longitud
de onda determinada.

La longitud de onda esta comprendida en el rango de 200 y 1000 nm.

Normalmente se elige 450 o 590 nm.

La densidad optica es preferiblemente evaluada como se ha realizado en el ejemplo 3 A, la reduccién en la
densidad optica indica una reduccién en la dispersion ligera que corresponde con una reduccion en la
agregacion.

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2689 150 T3

[0061] Alternativamente, la presencia de agregados en una composicion o solucion que comprende
componentes viricos se puede evaluar por medicién de la turbidez, (FTU/NTU) fraccion de flujo de campo,
microscopia electronica o la dispersion de la luz tal como DLS o MALS. Hay equipos comerciales disponibles,
que se pueden confeccionar para aplicaciones especificas (por ejemplo, ProteoStat de Enzo life science part#
ENZ-51023-KP002).

[0062] Alternativamente, la presencia de agregados en una composicion o solucion que comprende
componentes viricos se puede evaluar usando cromatografia de exclusion por tamafio o electroforesis en gel
bajo condiciones no desnaturalizantes, donde el producto y agregado se separan en una columna o en una tira
de gel y se cuantifican o en una combinacion de dichas técnicas (Li Y, 2009).

Mas antecedentes en técnicas analiticas para deteccion de agregacion pueden encontrarse en las siguientes
resefias Das TK 2012 y/o Wei Wang, 2005.

[0063] La disponibilidad de grupos funcionales se puede evaluar por ejemplo por ensayo ELISA o biosensor,
donde un aumento en la medicién corresponderia con una reduccion en la agregacion.

Para el virus de la polio, se ha descrito anteriormente un ensayo de ELISA rapido basado en el epitopo de
antigeno D (ten Have et al. 2012).

Un aumento de cantidad de antigeno D indica que mas epitopos estan disponibles/son accesibles para la
medicion indicando una reduccion en la agregacion.

[0064] En este contexto, una reduccion o una prevencion o una reduccion en la agregacion puede significar:
— una reduccion de densidad optica (por ejemplo, a 590 nm) de al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas y/o
— un aumento de la cantidad de antigeno D de al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas.

[0065] Dicha reduccion de la densidad optica o aumento de la cantidad de antigeno D es preferiblemente
evaluada por comparacion a la cantidad de agregados presentes (via la evaluacion de por ejemplo la densidad
optica o cantidad de antigeno D) en una composicion o soluciéon que comprende componentes viricos donde:
— ningun aminoacido basico o derivado ha sido adicionado o
— que ha sido producido o es obtenible en un método donde un aminoacido basico o un derivado no ha
sido adicionado o
— la concentracion total de un aminoacido basico o uno derivado es inferior a 0,01 mM.

[0066] Preferiblemente, una composicién o una solucién que comprende componentes viricos es dpticamente o
visualmente clara, lo que indica que la mayoria de material esta en la solucién y que casi ninguno de los
agregados esta presente.

Mas preferiblemente, dicha composiciéon o solucién que comprende componentes viricos es 6pticamente o
visualmente clara para al menos uno, 2, 3 meses.

[0067] Los aminoacidos basicos se pueden detectar por medios bien conocidos en la técnica per se, con por
ejemplo, fluorescencia fotométrica, HPLC, RMN y espectometria de masa.

Métodos para producir la composiciéon que comprende componentes viricos

[0068] En una forma de realizacion preferida del método para la prevencion y/o reduccion de la agregacion de
componentes viricos, el método se aplica en o como parte de un método para la produccién de una composicién
que comprende componentes viricos.

Por consiguiente, esta forma de realizacion se refiere a un método para la produccion de una composicion que
comprende un componente virico, donde el método comprende los pasos de: a) produccién de un medio con el
componente virico; b) purificacion del componente virico desde el medio, por lo cual durante al menos una parte
de la purificacion un aminoacido basico o un derivado esta presente en una concentracion final de al menos 1
mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion del componente virico; y, c) inactivacion del componente
virico; y, opcionalmente d) formulacién del componente virico, donde el aminoacido basico o un derivado es tal y
como se define aqui arriba.

[0069] En el proceso, el aminoacido basico o un derivado se mantiene a una concentracion que es suficiente
para prevenir o reducir la agregacion del componente virico durante o en toda la duracidon entera del paso de
purificacion b).

Mas preferiblemente, el aminoacido basico o un derivado esta también presente a una concentracién que es
suficiente para prevenir o reducir la agregacion del componente virico durante al menos una parte del paso c) y/o
paso d).

Todavia mas preferiblemente, el aminoacido basico o un derivado se mantiene a una concentraciéon que es
suficiente para prevenir o reducir la agregacion del componente virico durante o en toda la duracion entera del
paso c) y/o paso d).
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Las concentraciones adecuadas del aminoacido basico o un derivado para prevenir o reducir la agregacion de
componentes viricos son como se da aqui arriba.

[0070] Preferiblemente, en el proceso el componente virico es un componente de un Enterovirus como se ha
definido aqui arriba.

Mas preferiblemente, el componente virico son particulas de Enterovirus, es decir, particula virica de un
Enterovirus como se ha definido aqui arriba, con particulas tipo virus.

[0071] Los componentes viricos y particulas como se han identificado aqui son normalmente producidos en
procesos multifase.
Tal proceso puede comprender los pasos siguientes:
a) un paso para producir un medio (crudo) que comprende los componentes viricos.
Este paso puede comprender células de cultivo que producen componentes viricos, pero también pueden
comprender pasos donde los compomentes viricos sean reconstituidos, por ejemplo para producir particulas
tipo virus.
Estos pasos se pueden referir como pasos de procesamiento aguas abajo (USP), que producen un medio
crudo o composicion de la que los componentes viricos se deben recuperar y/o purificar; y
b) un paso de tratamiento o purificacion aguas abajo (DSP).

[0072] Para la produccion de IPV (ver figura 1), se realiza un paso de inactivacion como el paso c) seguido del
paso b). Un paso de formulacién (d) también se puede realizar al final del paso b) o c).

[0073] Estos procesos se conocen por la persona experta y podrian ser adaptados dependiendo de la identidad
de los componentes viricos para ser producidos.

[0074] Un aminoacido basico o un derivado tal y como se define aqui se pueden afiadir durante cualquier paso
(a, b, c y/o d) para ayudar en el tratamiento del producto.

[0075] Por ejemplo, en el paso a), un organismo huésped adecuado se usa para componentes viricos de
replicacion.

Tal paso de cultivo lleva a la produccién de una composicién o solucién que comprende componentes viricos.
Para la produccion de IPV, las células adecuadas son preferiblemente células mamiferas.

Diferentes células mamiferas se conocen por ser un sustrato adecuado para replicar poliovirus.

Segun la Farmacopea Europea (6.0,01/2008:0214), para este proposito, el virus se puede propagar en lineas
celulares diploides humanas (por ejemplo, WI-38 o MRC-5), lineas celulares continuas (por ejemplo Vero), o en
células de rifidn de mono primarias, secundarias o terciarias (MKC), o en células PerC6 o CAP.

El poliovirus se puede cultivar en células HelLa.

Los desarrollos ultimos son descritos en Hamidi et al 2012.

[0076] Si el virus es un poliovirus, se prefiere la linea celular Vero.

Para replicacion de poliovirus, las siguientes tres cepas virulentas tipo salvaje se prefieren: Mahoney (poliovirus
tipo 1), MEF-1 (poliovirus tipo 2) y Saukett (poliovirus tipo 3).

También otras cepas tipo salvaje, como Brunhilde (poliovirus de tipo 1) se pueden utilizar en la preparacion de
IPV. Alternativamente, las cepas Sabin de poliovirus se usan para la fabricacion de IPV (Verdijk et al., 2011).
Preferiblemente, las células se cultivan en microportadores como se describe en Van Wezel A.L., et al 1978.

El microportador preferido es Cytodex 1. Un paso de cultivo preferido para IPV se describe en la parte
experimental.

Los desarrollos ultimos se describen en Hamidi et al 2012, Widjojoamodjo et al 2010, Thomassen et al 2013a.

[0077] En el paso b), los componentes viricos son purificados desde la composicion o solucién que los
comprende, como se proporciona, produce u obtiene en el paso a).

Hay muchas formas diferentes de purificar componentes viricos dependiendo de la identidad del virus.

Este paso de purificacion se puede realizar por clarificacion, centrifugacion, concentracion, diafiltracion,
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y/o cromatografia de intercambio i6nico (IEC). Preferiblemente
para IPV, esta purificacion se realiza por clarificacion, seguida de concentracion, seguida de cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC) y seguida de cromatografia de intercambio iénico (IEC). La clarificacion se puede
realizar en la mezcla producida en el paso a) usando filtros.

La concentracion se puede realizar utilizando filtracion de flujo tangencial (TFF), conocida también como filtracion
de flujo cruzado (CFF) o ultrafiltracion (UF). Un paso de purificacion preferido para la produccion de IPV se
describe en la parte experimental y en Thomassen et al 2010 y 2013.

Para RSV, normalmente la clarificacion se puede seguir por concentracion, centrifugacion de gradiente de
densidad y posteriormente diafiltracion utilizando un estabilizador.

Para gripe, la centrifugacion se puede seguir por filtracion y concentracion/diafiltracion.

Después de lo cual, un paso de centrifugacion de gradiente de densidad se puede realizar seguido de una
inactivacion y nuevamente tiene lugar un paso de diafiltracion antes de la formulacion.
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[0078] EIl proceso que lleva a una composicion o solucién que comprende componentes viricos puede consistir
en dos pasos a) y b).

Dicho proceso puede comprender un paso adicional, llamado un paso de inactivacion, paso ¢) como se ha
explicado abajo.

En el paso c), después de diferentes pasos de purificacion, los componentes viricos son inactivados.

Los métodos para inactivacion de las cepas viricas de la polio para uso seguro en vacunas se conocen bien en la
técnica e incluyen, pero no estan limitados a por ejemplo inactivacion usando formalina o beta-propiolactona (ver
Jonges et al 2010).

Dicho proceso se puede seguir por un paso de formulacion (d).

[0079] Por consiguiente, el proceso o método de la invencién es preferiblemente de manera que los
componentes viricos se obtienen por un proceso que incluye un tratamiento aguas arriba y unos pasos de
tratamiento de recuperacion aguas abajo y opcionalmente un paso de inactivacion y/o paso de formulacion.

Por consiguiente, un aminoacido basico o derivado se puede utilizar durante cualquiera de estos pasos,
preferiblemente durante los tratamientos de recuperacion y/o inactivacion y/o pasos de formulacion.

[0080] Un proceso de produccién preferido para el poliovirus se describe en la parte experimental.

[0081] Un método de la invencion se puede aplicar para prevenir la agregacion de componentes viricos.

Un aminoacido basico o un derivado se puede utilizar en el paso a), paso b) y/o paso c) y/o paso d).
Preferiblemente, dicho aminoacido basico o derivado se usa en el paso b) y/o paso c).

Mas preferiblemente, dicho aminoacido basico o derivado se usa en el paso b).

Significa que un aminoacido basico o un derivado se pueden utilizar en cualquier técnica de purificacion usada
en el paso b), en alguno de ellos, en todos ellos.

Aun mas preferiblemente, dicho aminoacido basico o derivado se afiade al tampoén de elucion de SEC y/o en el
tampon de elucion de IEC. Sin embargo, también incluye usar un aminoacido basico o un derivado en cualquier
paso que lleva a la produccién de una composicién o solucidon que comprende particulas viricas.

Tales pasos incluyen: paso de cosecha, paso a), paso b), paso c), durante la elucién de capturar cromatografia,
durante el paso de almacenamiento de un producto intermedio o final, durante el paso de formulacién d).

Las concentraciones finales preferidas de un aminoacido basico o derivado ya han sido descritas aqui.

Uso de un aminoacido basico o derivado para prevenir la agregacion de componentes viricos

[0082] Un método de la invencion se puede aplicar para la reduccion de la agregacion de componentes viricos.
Preferiblemente, tales componentes viricos son obtenibles por un proceso que comprende los pasos a), b) y c) y
opcionalmente d) como se ha descrito anteriormente.

En tal método, un aminoacido basico o un derivado se afiade a una composicién o solucidén que comprende
componentes viricos.

Asi, en un aspecto, la invencion se refiere al uso de un aminoacido basico o derivado tal y como se define aqui
arriba, para prevenir o reducir la agregacion de particulas de Enterovirus durante la purificacion de las particulas
de Enterovirus a partir de un medio, por lo cual durante al menos una parte de la purificacion del aminoacido
basico o su derivado esta presente en una concentracion final de al menos 1 mM y es suficiente para prevenir o
reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus.

[0083] En el contexto de la invencioén, el uso de un aminoacido basico o un derivado del mismose dice que tiene
que evitar o reducir o disminuir la agregacion de componentes viricos en una composicién o solucioén cuando el
uso de tal aminoacido basico o derivado lleva a una reduccién o una reduccién de al menos 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 100% de la cantidad de
agregados en dicha composiciéon o solucién como se ha evaluado utilizando la medicion de OD a 590 nm o
utilizando cualquiera de los otros métodos descritos anteriormente aqui, en comparacion con la cantidad de
agregados presentes (por ejemplo por evaluacion de la densidad dptica y/o cantidad de antigeno D) en una
composicion o solucidon que comprende componentes viricos donde:

— ningun aminoacido basico o derivado ha sido afiadido o

— que ha sido producido o es obtenible en un método donde un aminoacido basico o un derivado no ha
sido adicionado o

— la concentracion total de un aminoacido basico o un derivado es inferior a 0,01 mM.

[0084] En el contexto de la invencién, el uso de un aminoacido basico o un derivado se dice que ha evitado o
reducido la agregacion de componentes viricos en una composicion o solucion cuando el uso de tal aminoacido
basico o derivado lleva a un aumento de la graduacion de particulas inactivadas o vivas o muertas en la solucion
ha aumentado al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 100% en comparacion con la graduacion de particulas inactivadas, vivas o muertas
representativas en la soluciéon cuando ningln aminoacido basico o derivado se ha usado.

La graduacion se evalia como se ha descrito anteriormente aqui.
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[0085] En el contexto de la invencién, el uso de un aminoacido basico o un derivado se dice que ha evitado o
reducido la agregacion de componentes viricos como IPV en una composicion o solucion cuando el uso de tal
aminoacido basico o derivado lleva a un aumento de al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 100% de unidades de antigeno D de la polio por
comparacion con el nimero de unidades de antigeno D de la polio antes de la adicién de dicho aminoacido
basico o derivado.

Composicién que comprende componentes viricos

[0086] Como parte de la divulgacion, se proporciona una composicion o solucion que comprende componentes
viricos.

Una "composicion que comprende componentes viricos" conforme a la divulgacion se entiende que incluye
soluciones, la solucidn preferiblemente acuosa, conforme a la divulgacion que comprende componentes viricos.
Una composicion que comprende componentes viricos puede ser obtenible u obtenida en un método como se ha
identificado anteriormente aqui.

Una composicion preferida que comprende componentes viricos es obtenible en un método del primer aspecto
como se ha definido en la presente anteriormente.

Sin embargo, las composiciones que comprenden componentes viricos obtenidos en otros métodos que aquellos
de la presente invencion se incluyen expresamente aqui.

Los componentes viricos en la composicion preferiblemente son componentes viricos tal y como se define aqui
arriba.

Los componentes viricos preferidos en la composicién de la divulgacion son componentes, preferiblemente
particulas, de virus de ARNss de cadena negativa, con virus que pertenece a los Paramyxoviridae o a los
Orthomyxoviridae.

Un virus preferido de la Paramyxoviridae es un virus (como se ha enumerado arriba) que pertenece al
Paramixovirinae o al Pneumovirinae.

Los virus preferidos del Pneumovirinae (pneumovirus) es un virus respiratorio sincitial (RSV), mas
preferiblemente un RSV humano o bovino. EI RSV humano puede bien ser un subgrupo de virus A o B.

Los virus preferidos del Paramyxovirinae incluyen Rubulavirus (virus de la parotiditis) y Morbillivirus (virus del
sarampion).

Como parte de la divulgacion, los componentes viricos en la composicion son componentes, preferiblemente
particulas, de un virus que pertenecen a los Orthomyxoviridae.

Un Orthomyxoviridae preferido es un virus de gripe con influenzaviruses de los géneros Influenzavirus A, B o C,
de los cuales A es mas preferido.

Los subtipos preferidos de gripe A de un virus incluyen H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7, H1IN2, HON2, H7N2,
H7N3 y H10N7, con el virus de gripe de origen porcino pandémico A (HINI) (SOIV, o HIN1v).

Como parte de la divulgacion, la composicion que comprende componentes viricos comprende un aminoacido
basico o un derivado, como se ha definido aqui arriba, en una concentracién total como se especifica aqui arriba.
Como parte de la divulgacion, dicha composicion comprende un aminoacido basico o un derivado, como se ha
definido aqui arriba, en una concentracién total que es superior a la concentracion total de un aminoacido basico
o derivado presente en un medio, preferiblemente un medio de cultivo.

En este contexto, "mas alto" significa al menos 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% mas alto o0 5, 10, 20,50 o 100 veces mas alto.

Un medio de cultivo preferido es M199 como se usa en la parte experimental.

Tal medio tiene una concentracion total de aminoacidos basicos o derivado de 0.81 mM: 0.33 mM L-arginina, 0.1
mM histidina y 0.38 mM L-lisina.

La identidad y concentraciones posibles de un aminoacido basico o derivado en un medio de cultivo pueden
variar.

Una composicion o solucion de la divulgacion comprende un aminoacido basico o un derivado en una
concentracion total que es superior a 0.81 mM. Dicha concentracion total puede ser mas alta que 0.85 mM, 0.90
mM, 0.95 mM, 1 mM, 1.1 mM, 1.2 mM, 1.3 mM, 1.4 mM, 1.5 mM, 1.6 mM, o superior a 1.7 mM. Tal composicién
o solucién puede comprender componentes viricos, un aminoacido basico o un derivado como se ha definido en
la presente anteriormente y cualquier otra posible molécula normalmente presente en tal composicion o solucion.
Tal molécula incluye un tampén como se ha definido en la presente anteriormente y/o cualquier otra molécula
normalmente presente en un medio de cultivo.

Como parte de la divulgacion, dicha composicion o solucidon comprende un aminoacido basico o un derivado
virico ambos como se ha identificado aqui y no comprende un tampon como se ha definido en la presente
anteriormente.

Tal tampdn esta normalmente presente en un medio de cultivo.

Un componente de tampon preferido que no se comprende en dicha composicion o solucion es rojo de fenol.
Como parte de la divulgacion se proporciona una composicion o solucion que consiste en o que consiste
esencialmente en componentes viricos y un aminoacido basico o un derivado en una concentracion total de al
menos 0.01 mM. Preferiblemente dicha composicién o solucién consiste en o esencialmente consiste en
componentes viricos y al menos 0.02 mM, 0.025 mM, 0.03 mM, 0.04 mM, 0.05 mM, 0.06 mM, 0.07 mM, 0.08
mM, 0.09 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM, 0.5 mM, 0.6 mM, 0.7 mM, 0.8 mM de un aminoacido basico o
un derivado.
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La identidad de dicho aminoacido basico o un derivado y de los componentes viricos presentes en esta
composicion o solucion ha sido ya definida aqui.

Tal composicion o solucién preferiblemente no comprende cualquier otra molécula que aquellas especificamente
identificadas aqui: los componentes viricos, el aminoacido basico o derivado y, opcionalmente, agua.

Como parte de la divulgacion, en cualquiera de la composicion o solucion identificada aqui, la formacion de
agregados viricos se reduce en comparacion con la formacion de agregados viricos en una composicion
correspondiente que no comprende dicho aminoacido basico o derivado de estos.

En este contexto, reducido significa una reduccion o una reduccion de al menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% de la cantidad de agregados
viricos formados en comparacion con la cantidad de agregados viricos en una composicion correspondiente que
no comprende aminoacido basico o derivado del mismo.

Esta reduccién se puede observar sobre un periodo de al menos 1min, 1 hora, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72
horas, una semana o mas.

[0087] Preferiblemente, cualquier composiciéon o solucidn como se ha previsto aqui es de uso como una
sustancia profilactica o terapéutica/medicamento, mas preferiblemente para inducir una respuesta inmune en un
individuo contra dichos componentes viricos.

Esta composicion se puede formular de forma adicional y se puede llamar una formulacién o composicion
farmacéutica y es de uso como una sustancia/medicamento profilactico o terapéutico, mas preferiblemente para
inducir una respuesta inmune en un individuo contra dichos componentes viricos.

[0088] Para uso como una sustancia/medicamento profilactico o terapéutico, la formulaciéon se puede usar como
formulacion liquida (suspension) como formulacion seca o se puede reconstituir por disolucion de la formulacion
seca, por ejemplo, usando agua u otro liquido adecuado.

La formulacion es preferiblemente reconstituida a su volumen original, es decir el volumen antes del secado.
Preferiblemente, la formulacion es una formulacion para inducir una respuesta inmune (en un individuo) contra
una enfermedad o una enfermedad infecciosa o cancerosa.

Se entiende que el individuo o sujeto para el que las formulaciones de la divulgacion sean administradas puede
ser un humano, pero también puede ser un animal, tal como un animal de granja o mascota, incluyendo por
ejemplo mamiferos (herbivoros, carnivoros y omnivoros), pajaros, reptiles, (como ganado, aves, ganado bovino,
bovinos, cerdo, gatos).

Mas preferiblemente, la formulacion es una formulacién para la vacunacion contra una enfermedad (infecciosa).
La formulaciéon es asi preferiblemente una formulacién para la prevencion o tratamiento de una enfermedad
infecciosa.

La divulgaciéon también se refiere al uso de la formulacion obtenible u obtenida en un método segun la invencion
como se describe en este caso arriba para la producciéon de un medicamento para la induccion de la respuesta
inmune, para vacunacion y/o para la prevencion o tratamiento de una enfermedad infecciosa.

La divulgacion también se refiere a un método para inducir una respuesta inmune contra un agente infeccioso
por administracion de una cantidad eficaz de la formulacion a un sujeto con la necesidad de la misma.

La respuesta inmune es preferiblemente inducida contra un antigeno presente en los componentes viricos.

El antigeno es preferiblemente un antigeno de un patégeno que causa la enfermedad infecciosa o un antigeno
que induce una respuesta inmune contra el patdégeno.

El patégeno es preferiblemente un virus como se ha definido aqui arriba.

La formulacion de la divulgacion puede estar administrada con o sin reconstitucion mediante via intranasal,
parenteral, intramuscular, subcutanea y/o transdérmica.

[0089] En este documento y en sus reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus conjugaciones se usan en su
sentido no limitativo para significar que los aspectos seguidos a la palabra estan incluidos, pero articulos no
especificamente mencionados no estan excluidos.

Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido "uno" o "una" no excluye la posibilidad de que mas
de uno de los elementos esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno
de los elementos.

El articulo indefinido "un" o "una" asi normalmente significa "al menos uno".

[0090] Para facilidad de uso, el término IPV en este documento, se utiliza para abarcar el producto final al igual
que su (proceso) intermedio, que todavia no estan inactivados.

[0091] Los ejemplos siguientes se ofrecen para uso ilustrativo solo y no se destinan para limitar el alcance de la
presente invencion de ninguna manera.

Descripcion de las figuras

[0092]
Figura 1: esquemas del proceso de produccion de vacuna inactivada de la poliomielitis.
Durante el tratamiento aguas arriba, las células son expandidas utilizando dos pasos de pre-cultivo antes del
cultivo celular y cultivo virico.
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El tratamiento aguas abajo consiste en la clarificacion, concentracion, cromatografia de exclusion por
tamafio y cromatografia de intercambio idnico seguida de inactivacion.

Para obtener la vacuna de la polio trivalente, este procedimiento se sigue para cada polio tipo virus
separadamente antes de mezclar para la formulacién de producto final (Bakker, 2011).

Figura 2: efecto de la adicion de diferentes aminoacidos basicos y derivados para soluciones que contienen
un virus agregado en la dispersacion de la agregacion existente.

Se asumio6 que ninguna de las adiciones (0 mM) supondria la agregacion maxima y se establecié en el 100%
de virus agregado.

La reduccion se muestra cuando se usan adiciones diferentes de aminoacidos basicos y derivados de la
misma en concentraciones diferente.

La deteccion de agregacion fue realizada utilizando las mediciones de absorbancia a 590nm.

Otras longitudes de onda se pueden utilizar también, lo que lleva a espectros diferentes.

Los experimentos realizados en la figura 2(A) han sido realizados usando virus de la polio sin envoltura,
Figura 2(B) con virus de gripe envuelto.

Las figuras 2C, 2D y 2E representan el efecto de respectivamente tres aminoacidos basicos diferentes (L-
arginina, L-lisina y L-histidina) en la agregacion de tres cepas de gripe diferentes (gripe A/Uruguay H3N2
(NIBSC) gripe B/Florida/4/2006 (NIBSC) y gripe A/PR/8/34 (NIBSC)). En las Figuras 2F, 2G y 2H
representan el efecto de respectivamente tres aminoacidos basicos diferentes (L-arginina, L-lisina y L-
histidina) en la agregacion de tres poliovirus diferentes (Sabin) subtipos 1, 2 y 3.

Figura 3: potencia de rata Sabin-IPV (Albrecht P et al. 1984) utilizando el proceso de produccion regular IPV
como por ejemplo descrito por Thomassen, 2013b, contra el proceso optimizado segun la invencion.
Salk-IPV se usa como estandar de referencia (establecido a 1).

Sabin-IPV preparado utilizando el proceso optimizado, es decir usando métodos para prevenir la agregacion,
vacunas producidas con inmunogenicidad comparable o mejor en ratas en comparacion con Sabin-IPV
preparado como se describe por Thomassen 2013b.

Salk-IPV se usa como estandar de referencia interno (establecido a 1).

Figura 4: eliminacion de L-arginina de un producto de poliovirus (Sabin tipo 2) SEC por diafiltracion.

La eliminacion de L-arginina a partir de un producto de poliovirus (Sabin tipo 2) SEC por diafiltracion acciona
la agregacion de virus.

Una cantidad de L-arginina (cuadrados) se elimina por diafiltracién, después de diez volumenes se elimin6
toda L-arginina.

El virus agregado (rombos) fue medido utilizando las mediciones de absorbancia.

Después de la eliminacion completa de la L-arginina, los agregados de poliovirus se forman en una manera
en funcién del tiempo.

Asi la eliminacion de L-arginina, como seguida de mediciones y cambios en la conductividad, produce una
dispersion ligera aumentada (aumento de UV) provocada por la formacion de agregados viricos.

Figura 5: efectos de diferentes aminoacidos basicos y derivados de los mismos en la reduccion de
agregados de poliovirus.

Los compuestos diferentes claramente muestran un efecto, dependiendo de su tipo y concentracion.

Por ejemplo, agmatina, L-lisina y la mezcla de 3 aminoacidos basicos la reducciéon mas profunda en el rango
de concentracion inferior hasta 50mM. En cualquier caso, una reduccién de agregados desde la materia
prima, como se ha medido por UV, es visible claramente y depende de su concentracion.

Ejemplos
Ejemplo 1: produccion virica

[0093] ElI cultivo celular a escala de laboratorio. El uso de diferentes sistemas. Produccion de cepas de poliovirus
atenuadas inactivadas a escala de laboratorio.

[0094] EI proceso comienza con el cultivo de células Vero.

La linea de célula Vero se origina de células de rifidn de mono verde africano (MKC) (ATCC CCL-81).

Los cultivos comienzan con una ampolla a partir de un banco de células congeladas caracterizado por pocillos.
Para adquirir la cantidad apropiada de células para inocular un biorreactor, un tren de semilla con cultivos de
monoestrato en matraces TC comienza con un medio M199 que contiene 5% de suero bovino fetal.

El medio M199 es como se describe en Morgan J.F. Et al (1955) o Morgan J.F. Et al (1950). Comprende mM
cantidades de aminoacidos basicos: L-arginina 0.33 mM, L-histidina 0.1 mM, L-lisina 0.38 mM
(http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Product-Technical-Resources/media formulation.86.html).

[0095] EI tren de siembra es continuo con cultivos parciales en cuatro matraces T, tres matraces Hyper y tres
tejidos celulares.
Las fabricas celulares tienen un area de superficie total de 3 * 6320 cm?.
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Las células se separan por tripsinisation.
Todo el cultivo de semilla lleva aproximadamente 2 semanas.

[0096] El cultivo de célula Vero (MKC primaria anterior fue usada) en biorreactores se realiza en micro
portadores (Cytodex 1 GE Healthcare, nimero de producto 17-0448-**).

Esta técnica fue desarrollada en RIVM a finales de 1960 por van Wezel (1978). Los microportadores
proporcionan un area de superficie grande para la fijacion de células Vero.

El cultivo en micro portadores comienza en el modo de lote en un biorreactor de 5L (litro) (volumen de trabajo de
3L).

El biorreactor de 5 L se acciona con medio de cultivo 3L MEM suplementado con suero bovino (BS) (Minimum
Essential Medium Eagle, Sigma Aldrich, M4642).

El biorreactor se prepara con microportadores 4 g/L Cytodex 1 y medio de cultivo E-MEM.

Cuando las condiciones de cultivo son estables, el biorreactor se inocula con células del tren de sembrado para
una concentracion de células inicial de 0,8 * 108 células/ml.

El cultivo comienza en el modo por lotes durante 1 dia y contia en modo de recirculacion durante 3 dias con 12L
de medio E-MEM en la botella de recirculacion.

En las células de modo de recirculacion inicia el crecimiento en multi estratos.

Este modo de concentracion de célula de 4,0 - 4,5 * 108 células/ml se puede alcanzar en el biorreactor de 5L.

[0097] Las células son separadas del microportador por tripsinizacion.

Las células liberadas se utilizan para iniciar un cultivo celular en un 20L. El biorreactor de 20L se prepara con 3
g/L de microportadores y medio de cultivo E-MEM suplementado con BS. El volumen de trabajo final después de
la inoculacién es 16L. El nivel de inoculacion es 0,2 * 108 células/ml.

El biorreactor de 20L se acciona en modo de lote.

El cultivo tarda de 3-4 dias dependiendo de la fase de latencia después de la transferencia de células desde el
biorreactor de 5L al biorreactor de 20L.

Los metabolitos como glucosa y glutamina se monitorizan para controlar si la alimentacion de glucosa o
glutamina es necesaria para mantener condiciones de crecimiento optimas.

[0098] La propagacion virico se realiza en el biorreactor de 20L.

Se realiza un cambio de medio de E-MEM para M199 para crear condiciones favorables para propagacion del
virus.

La temperatura disminuye de 37°C a 32.5°C. El porcentaje de oxigeno disuelto (DO%) baja de 50 % a 25 %. La
pluralidad del nivel de infeccion (MOI) es 0.01.

La propagacion virico y lisis llevan de 3-5 dias dependiendo del subtipo de virus.

La propagacion virico y lisis se monitorizan por inspeccion microscopica del efecto citopatolégico (ECP). El
cultivo del virus finaliza cuando el CPE es 290% y/o cuando el consumo de oxigeno ha cesado y entonces se
puede cosechar para purificacion (proceso aguas abajo, DSP).

[0099] El biorreactor contiene un filiro de malla de acero de 75 um para retener microportadores en el reactor.

La cosecha del virus, que contiene restos celulares se clarifica mediante dos filiros desechables en serie.

El casete de filiro de profundidad se ha incorporado de tierra diatomacea (HC Pod Filter grade COHC Millipore #
MCOHCO054H1).

El filtro final es un filtro de capa doble de 0.5/0.2 ym (Millipore Express SHC opticap XL #KHGESO015FF3).

[0100] EI paso de concentracion en el proceso de produccion de la polio se realiza por filtracion de flujo
tangencial (TFF) (conocida también como filtracion de flujo cruzado (CFF) o ultrafiltracion (UF)). El factor de
concentracion total es 700-800.

Para evitar altas pérdidas de producto en el volumen muerto del sistema de TFF, dos sistemas se usan uno tras
otro.

Ambos sistemas usan 100 kD de cassetes de filtro de pantalla plana (0.2 m? y 50 cm? resp.) Las particulas de
virus se retienen y moléculas pequefas acaban en el filtrado y son retiradas.

[0101] La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) es una técnica de purificacion que separa particulas y
moléculas por tamario.

Las moléculas grandes se eluyen mas rapido que las pequefias.

La columna se envasa con CL6B de GE healthcare.

El primer valor maximo puede contener agregados y moléculas de alto peso molecular como proteinas de célula
huésped (HCP). El segundo valor maximo es el valor maximo del producto con la mayor parte del poliovirus.
Durante la SEC, las particulas de poliovirus se eluyeron con un tampén fosfato con baja fuerza iénica (20 mM) de
pH 7.0£0.2.

[0102] La cromatografia de intercambio ionico (IEX) es preferiblemente realizada con una matriz basada en
ligando DEAE, Sefadex A50 de GE Healthcare.

Esta resina particular se suministra como un polvo seco desde el proveedor y necesita ser preparada por el
usuario.
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Esto implica inflamacion y aumento de la resina, relleno de la columna y equilibrado de columna.

El objetivo de esta operacion unitaria es enlazar componentes cargados negativamente a la matriz.

Las proteinas de célula ARN/ADN/huésped son los componentes principales que se ligan a la matriz de columna.
El poliovirus ha limitado la interaccion con la matriz.

[0103] El virus purificado obtenido de la cromatografia de intercambio idnico se estabiliza y diluye a una fuerza
especifica (cuando sea aplicable).

La estabilizacion y dilucion se realiza con un medio de M199.

La concentracion requerida depende del tipo de virus

[0104] Finalmente, se afiade glicina a una concentracion final de 5 g/L en la preparacion de la inactivacion

[0105] EI virus estabilizado, purificado, diluido y preparado es inactivado utilizando formaldehido en una
concentracion final de 2-3 mM (o 1:4000).

La inactivacion lleva 13 dias y se realiza a una temperatura de 37 °C. Después de 6-8 dias de inactivacion, una
filtracion intermedia se realiza para eliminar posibles agregados.

[0106] Después de 13 dias de inactivacion, el grupo monovalente estéril se prepara para almacenamiento a 2-8
°C. En este punto el poliovirus inactivado obtenido se llama volumen monovalente

Mexcla/formulacion

[0107] Se prepara una masa mediante la mezcla los serotipos requeridos en las concentraciones
predeterminadas.

Esta puede ser bien una unica formulacion de una mezcla mono (tipo 1, tipo 2 o tipo 3) bi/divalente (tipo 1 y tipo
2 o tipo 1 y tipo 3 o tipo 2 y tipo 3) o trivalente (tipo 1y tipo 2 y tipo 3).

Ademas, la formulaciéon se puede combinar con otras vacunas tipo Diphteria, tos ferina, tétanos, Hepatitis,
Haemophilus, meningitis, neumococal y/o otros.

Proceso optimizado

[0108] EI proceso optimizado sigue el mismo procedimiento como se ha declarado arriba con las desviaciones
siguientes:

e el paso de la clarificacion se purga con el medio, después de que el producto de filtracion termine

e el segundo filtro en el paso de concentracion no es un filtro de casete de 50cm? 100kD, sino que se usa
una fibra de 115 cm? hueca como segundo filtro de 100kD (Spectrum labs # D02-E100-05-N).

e el tampodn durante la SEC se cambia a un tampon de fosfato suplementado con un aminoacido basico
tipo L-arginina a un pH 7,0£0,2.

e durante la cromatografia de intercambio iénico, el tampdn usado para la preparacion de la matriz y
elucion del producto se cambia a un tampdn fosfato suplementado con un aminoacido basico como L-
arginina a un pH 7,0+0,2.

El proceso mejorado da un rendimiento de antigeno D mas alto (DU/ml) (con inmunogenicidad comparable o
mejor como se puede ensayar por un ensayo de cultivo celular de neutralizacion de poliovirus en sueros de ratas
inmunizadas (figura 3).

En la tabla 1, las recuperaciones (porcentajes basados en rendimiento de antigeno D) se dan para el proceso
actual y optimizado (modificacion por adicion de un aminoacido basico), al igual que el rendimiento de proceso
total para tipos de poliovirus 1 y 2. La antigenicidad del virus polio o producto de IPV fue evaluada utilizando un
ELISA de antigeno D de polio (ten Have et al. 2012).

Tabla 1: comparacion de rendimientos de poliovirus como se observa para el proceso de purificacion actual y
mejorado:

Rendimiento de paso del proceso (%)
Actual con L-arginina afadida
Paso de proceso Subtipo de | Subtipo de | Subtipo de | Subtipo de
poliovirus 1 poliovirus 2 poliovirus 1 poliovirus 2
SEC 69 + 2.1 51+0.8 77 £6.0 70+3.8
IEX (DEAE) 94 +19.2 32+45 93+8.3 82+7.1
En general 40+1.5 4+09 54 27

Ejemplo 2. Reduccion de nivel de agregado
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[0109] La reduccion de agregacion virico se puede conseguir por adicién de una solucion (concentrado) de un
aminoacido basico o derivado. Cualquier persona experta puede ajustar este método a su necesidad especifica.
Ver figuras 2A'y 2B.

[0110] En otro experimento, se prepararon soluciones madre de aminoacidos basicos y se afiadieron a lotes que
contenian virus diferentes en una forma agregada.

Las soluciones fueron afadidas en una proporcion 1:1.

La agregacion fue medida como la absorbancia a 590nm (Biowave ADN, WPA).

El virus agregado medido antes de la adicién de aminoacidos basicos fue establecido al 100%.

Los efectos de diferentes concentraciones de adicion de aminoacido en el porcentaje de virus agregado se
muestran en las Figuras 2C, 2D y 2E para los efectos de tres aminoacidos basicos de L-arginina diferentes, L-
lisina y L-histidina respectivamente) en tres cepas de gripe diferente (gripe A/Uruguay H3N2 (NIBSC), gripe
B/Florida/4/2006 (NIBSC) y gripe A/PR/8/34 (NIBSC)). En las Figuras 2F, 2G y 2H, los resultados se representan
para el efecto de respectivamente tres aminoacidos basicos diferentes (L-arginina, L-lisina y L-histidina) en tres
subtipos diferentes de polio (Sabin) 1, 2y 3.

Ejemplo 3. Adiciones sin conexion (disolucion de la agregacion existente - este es un ejemplo de referencia)

[0111] El virus agregado fue producido segun el protocolo de produccion Salk-IPV ligeramente modificado con un
tampon de fosfato de 20mM (tipos de lotes Sabin 1, 2 y 3; fracciones de producto intermedio después de la SEC
e IEX).

Las fracciones de virus obtenidas fueron congeladas a -80°C hasta su uso.

La congelacioén positivamente facilitd y/o mejoré el efecto de agregacion.

[0112] La gripe (con agregados) fue producida utilizando un proceso basado en huevos de laboratorio que
consiste en inoculacion de huevos embrionados (cepa: A/Uruguay/H3N2 (NIBSC)), incubacion, enfriamiento y
cosecha posterior por centrifugacion de pila de discos seguida de filtracion de profundidad (GE Healthcare).

El virus fue purificado por centrifugacion de densidad de sacarosa, seguida de una inactivacion de B-
propiolactona con filtracion. Finalmente, fue realizada una diafiltracién/concentracion.

[0113] EI pH se mide utilizando un metro de pH calibrado (Orion scientific), con un electrodo de gel (Mettler
Toledo) y corregido usando acido sulfurico o hidroxido sodico.

[0114] La densidad 6ptica, como medicion de agregacion se determiné usando un espectrofotdmetro Biowave de
ADN (WPA) a longitudes de onda de 450 & 590nm en cubetas de plastico desechable (Greiner) o cubetas de
cuarzo con un diametro de 10mm.

[0115] Ensayo de ELISA; la antigenicidad del virus de la polio o producto de IPV fue evaluada utilizando un
ELISA (ten Have et al. 2012).

[0116] Los productos viricos fueron usados en pruebas fuera de linea con un rango de concentraciones de los
aditivos diferentes segun la tabla 2. El aditivo fue pesado en una probeta y a esta 1 o 2 ml del producto fueron
anadidos, la solucion y el aditivo fueron mezclados.

Cuando los aditivos fueron disueltos, el cambio de pH fue medido y corregido (cuando se necesitd) al pH de
producto inicial. Después de 1 hora la densidad éptica fue medida.

Tabla 2: Los aditivos a los que se les evaluo su capacidad de prevenir o deshacer la agregacion de virus

Aditivo Observaciones

L-arginina

D Arginina La forma quiral de L-arginina

L-lisina
N-a-acetil L-arginina Derivado de arginina
sal de sulfato de Agmatina derivado de arginina

Mezcla compuesta de: La misma concentraciéon como se usa

en el medio M199

glicina
alanina
[-valina
I-leucina
I-isoleucina
I-prolina
hidroxi-l-prolina
I-serina
I-treonina
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I-acido glutamico
[-glutamina
I-acido aspartico
[-aspargina
M199 (mezcla de >50 Medio de cultivo celular
componentes)

[0117] Las adiciones fuera de linea de aditivos diferentes se comportan de manera diferente en compensacion de
los agregados a molaridades diferentes y con productos diferentes (figuras 2A y 2B).

El producto de virus agregado inicial se ajusto al 100% medido sin adiciones, una solucion de tampon blanco fue
usada como control negativo, por ejemplo, ninguna agregacion debe ser alcanzada 0%.

[0118] La adicion del M199 al virus fue capaz de retirar los agregados formados de todos los productos viricos
almacenados a -80°C del material almacenado o soluciones recientemente preparadas.

Para poliovirus, esta resultd en un 22% +/-12 de aumento de epitopo de antigeno D disponible como se ha
medido en un ensayo ELISA (ten Have et al, 2012).

Ejemplo 4. Purificacion rapida de la gripe (prueba de concepto)

[0119] La gripe fue purificada como una prueba de concepto usando arginina segun el protocolo siguiente.

El suministro virico fue obtenido a partir de cosecha de 10.000 SPF (sin patéogeno especifico) huevos
embrionados de gallina inoculados, el dia 11 con gripe A/Uruguay H3N2 virus (EID50/ml de 9.17) utilizando una
magquina de inoculacion semiautomatica situada en una cabina de flujo descendente con filtros HVAC.

Antes de la inoculacion, los huevos y las agujas fueron desinfectados utilizando un 70% de etanol.

Los huevos fueron incubados durante 72 horas durante 3 dias a 35°C y luego se enfriaron durante toda la noche
a cerca de 4°C, 12 horas con una temperatura eficaz por debajo de 8°C. La cosecha del fluido alantoideo de los
huevos de decapados se produjo con una maquina de cosecha semiautomatica en una cabina de flujo
descendente.

La clarificacion de la solucion alantoica cosechada cruda fue realizada con una centrifugadora continua de
separador de pila de disco Westfalia a 65 L/h, retropresion de 1 bar, 10. 000 r.p.m., seguida de filtracion usando
dos filtros de profundidad de capsula principal paralelos de 10 pulgadas 2.0 ym ULTA GE (GE Healthcare).

[0120] Del lote obtenido aproximadamente 3| fueron separados para la prueba a pequefia escala.

[0121] Los 3L fueron nuevamente divididos en 2 partes y cada porcion fue concentrada aproximadamente 15
veces utilizando una fibra hueca (Healthcare GE #UFP-750-E-3X2MA) y diafiltrada, con 10 volumenes, contra
PBS (GiBCO) o PBS (GIBCO) suplementado con 0.35M de L-arginina (Sigma-Aldrich).

[0122] Del material diafiltrado y concentrado adquirido asi, 10ml fueron evaluados en una columna de exclusion
de tamafio de 90 cm de altura de cama (columna vI11/100 Millipore) que contiene matriz de flujo rapido de
sefarosa 6 (Healthcare GE) que usa PBS o PBS suplementado con 0.35M de L-arginina utilizando un sistema
cromatografico de explorador Akta (Healthcare GE)

[0123] Todas las muestras fueron inactivadas usando formaldehido antes del analisis.
Ensayos analiticos

[0124] El ensayo de SRID (inmunodifusion radial simple) se basa en la reaccién entre los anticuerpos presentes
en un gel de agarosa plano y el antigeno que difunde de un punto de solicitud en el gel.

Una vez la concentracién de anticuerpo y antigeno sea igual, se produce una precipitacion con forma de un
anillo.

El precipitado fue manchado utilizando Coomassie Brilliant Blue y el tamafio del anillo fue usado como una
medida para la concentracion.

[0125] La concentracion de ovalbumina fue medida utilizando un sandwich directo ELISA (ensayo
inmunosorbente ligado a enzimas).

El ensayo fue realizado segun las instrucciones del proveedor del equipo ELISA (Serazym Ovalbumina ELISA:
Cat. N° E041C, Seramun Diagnostica GmbH Wolzig).

Los duplicados independientes de dos diluciones diferentes fueron usados como muestras.

Las muestras que contienen el antigeno fueron pipetadas en los pocillos de placa ELISA recubiertos con
anticuerpos de anti-ovalbumina policlonales.

La anti-ovalbumina ligada a peroxidasa de rabano fue afiadida, seguida del lavado de las sustancias no unidas.
La adicién de un sustrato inicié el desarrollo de un color azul.

Este proceso fue detenido afiadiendo acido sulfurico; el color cambié de azul a amarillo.

La absorcién a 450nm fue una medida para la cantidad.

Un filtro 630nm fue usado como referencia (Biotek lector con KC-jr y KC4 software).
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Resultados

[0126] El material recogido de la ejecucion cromatografica fue evaluado en un ensayo SRID para el contenido de
antigeno de hemaglutinina.

El analisis mostré6 un 8 por ciento de contenido en antigeno de hemaglutinina mas alto en el material
suplementado con 0.35 m L-arginina.

[0127] Ademas el material concentrado y diafiltrado (UF/DF) de la fibra hueca que contenia el monohidrocloruro
de L-arginina suplementado contenia significativamente menos (hasta 76%) de ovalbumina presente en la
muestra, lo que indica que la diafiltracion fue mucho mas eficaz en la eliminacion de impurezas en la presencia
del monohidrocloruro de L-arginina.

Ejemplo 5: efecto de adiciones para cromatografia de poliovirus

[0128] Deshacer la agregacion después de que se haya producido es una manera de solucionar el problema.

Sin embargo, durante la fabricacion es mas importante prevenir la agregacion del principio.

Durante el procesamiento del virus (polio), los agregados formados se retiran durante la SEC y se enlazan como
impurezas a la columna IEX (DEAE), lo que lleva a altas pérdidas de producto (hasta 70%).

[0129] Las separaciones cromatograficas fueron realizadas en soluciones diferentes segun la tabla 3. La materia
prima es el poliovirus concentrado desde el congelador -80°C o recientemente preparado.

Solo la adicion de L-arginina HCL al tampon de fosfato de 20mM fue evaluada durante separaciones
cromatograficas junto al control.

[0130] El rendimiento (en términos de recuperacion de antigeno D) fue determinado, los resultados se dan en las
tablas 4 y 5 (nd = no hecho).

Tabla 3: adiciones de cromatografia

Control Alternativa 1 Alternativa 2
SEC Fosfato 20mM pH7.0 M199 Fosfato 20mM + L-argininal 150mM pH 7.0
IEX 20mM Fosfato pH7.0 M199 Fosfato 20mM + L-arginina 150mM pH 7.0

Tabla 4: resultado de recuperacion de SEC (cromatografia en columna de exclusion de tamafio) (porcentaje (%)
basado en antigeno D por mililitro) con tampones de elucioén diferentes

Recuperacion de Poliovirus (%)

Lote Tipo de poliovirus Control: tampon | Alternativa 1: M199 | Alternativa 2: L-
fosfato arginina
1 1 30 16 73
2 1 67 nd 81
3 2 72 59 66
4 2 66 nd 69
5 3 71 64 58
6 3 75 nd 73
7 3 83 nd 68

Tabla 5: cromatografia en columna de intercambio de iones) resultados de recuperacion (porcentaje (%) basado
en antigeno D por mililitro) con tampones de elucién diferentes

Recuperacion de Poliovirus (%)

Lote Tipo Poliovirus Control: tampon | Alternativa 1: M199 | Alternativa 2: L-
fosfato arginina

1 1 37 102 99

2 1 100 Nd 87

3 2 Nd 21 20

4 2 28 Nd 83

5 3 58 76 93

6 3 87 Nd 92

7 3 100 d 105

[0131] La adicion de L-arginina al tampon de elucién puede tener un efecto positivo, que se observa
principalmente durante la SEC para tipos 1 y 2, mientras para el IEX esta especialmente claro para el tipo 2. La
adicion de la alternativa 1 (M199) parece ser beneficiosa también, sin embargo durante la purificacion de este
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compuesto mostré reducir la capacidad en el IEC, limitando su uso considerablemente cuando se compara con
la alternativa 2.

[0132] En otro experimento, se produjo un lote de producto de alta densidad celular (método semilote,
Thomassen et al., 2014), infectado con Sabin subtipo 2 y purificado segun Thomassen et al, 2013a y proceso
optimizado de ejemplo 1, hasta que se hizo un lote concentrado 400 veces (por cosecha, filtracion y
ultrafiltracion).

Este material fue dividido en partes alicuotas y almacenado a -80°C. Este material fue descongelado y purificado
usando cromatografia de exclusion por tamafio con una resina CI6B en un sistema de explorador Akta
(Healthcare GE) usando adiciones de aminoacido basico diferentes a concentraciones diferentes al tampdn
fosfato de 20mM de control.

Las variaciones y resultados se representan en la tabla 6 de abajo.

La concentracion de producto (antigeno D) es un promedio de un triplicado [ten Have et al, 2012], el aumento de
producto ha sido calculado y proporcionado en una diferencia en porcentaje.

Tabla 6: cromatografia de exclusion por tamafio de Sabin subtipo 2 usando adiciones de aminoacido basico
diferentes a concentraciones diferentes al tampén fosfato de 20mM de control

concentracion aditiva total | antigeno D (producto/ml) | % aumento de producto
(mM)
Control 0 2330 -
L-arginina 0,81 3065 32
25 3273 40
5 3285 41
25 3134 35
50 3200 37
100 2993 28
150 2993 28
D-Arginina 2,5 3394 46
25 3101 33
L-lisina 25 3226 38
25 2735 17
150 2420 4
L-histidina 25 2929 26
150 2386 2
D-Histidina 25 3577 54
25 3649 57
Agmatina 75 3318 42
His D de 2,5mM+Lys L de | 5 3418 47
2,5mM
his D de 25mM+Lys L de | 50 2735 17
25mM
Arg L 50mM+ His L de | 150 3220 38
50mM + Lys L de 50mM

[0133] De la tabla 6 es obvio que adiciones diferentes y concentraciones diferentes tienen un efecto en la
recuperacion de producto de la cromatografia de exclusion por tamario.

En cualquier caso, el rendimiento de producto aumenté de moderado (2%) a alto (57%), lo que claramente
muestra la mejora del aminoacido basico adicionado.

Ejemplo 6: eliminacion de L-arginina a partir de un producto purificado poliovirus intermedio (SEC) usando
diafiltracion

[0134] La adicion de un aminoacido basico a una particula virico que contiene la solucién disuelve y/o previene la
formacion de agregado.

Eliminando el aminoacido basico nuevamente, se espera que regrese la agregacion.

Este fue ilustrado por la produccion de un lote de poliovirus (Sabin tipo 2) usando cromatografia de exclusion por
tamafio (C16B en una columna xk26/80 ambos Healthcare GE) utilizando un tampon de elucion que contiene L-
arginina.

La solucion de producto de virus obtenida fue posteriormente lavada/diafiltrada, como se sabe en la técnica,
utilizando una fibra hueca 100kD, contra una soluciéon tamponada similar sin el aditivo en el mismo indice donde
el filtrado se retira, asi manteniendo un volumen de retenido constante.

La absorbancia, medida para la cantidad de agregados, se midi6 fuera de linea utilizando un espectrofotémetro
(Biowave DNA, WPA) la concentracion de L-arginina fue medida utilizando un RMN. La presion y conductividad
fueron seguidas en linea con sensores desechables Pendotech.
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Un volumen de diafiltracion corresponde al volumen de producto de virus total (75ml) presente en el sistema.

El sistema se dejé a correr 10 volumenes de diafiltracion con flujo constante y TMP (tiempo total de 2.5 horas) y
se tomaron muestras (y se corrigieron de volumen) después de cada intercambio en volumen de diafiltracion
para analisis.

[0135] Los resultados se representan en la figura 4 y muestran que la concentracion de L-arginina se reduce
rapidamente por debajo del limite de deteccién (1mM) del RMN usado después de 3 - 4 volimenes de
diafiltracion.

De forma correspondiente con esta concentracion disminuida de L-arginina la absorbancia aumentd, lo que
indica la agregacion de particulas de virus.

La L-arginina puede ser indirectamente seguida de la conductividad también.

La conductividad disminuye en paralelo rapidamente con la eliminacion de L-arginina para alcanzar una
conductividad final de 2.9mS/cm que corresponde con el tampoén de control, lo que indica que el aditivo se ha
retirado.

La absorbancia se ha mas que duplicado después 1 de 0 volumenes de diafiltracién en comparacién con el valor
inicial cuando este valor de conductividad ha sido alcanzado.

Esto muestra claramente que la adicion del aminoacido basico fue la causa de la reduccion en la agregacion
(como se visualiza por UV) y que el proceso es reversible, es decir, el aditivo puede ser retirado, sin embargo, la
agregacion volvera.

Ejemplo 7: purificacion de poliovirus tipo salvaje en presencia o ausencia de aminoacidos basicos

[0136] Se produjo y purificé un virus de polio de tipo salvaje tipo 2 hasta las etapas cromatograficas en un
procedimiento como se describe por Thomassen et al (2013 a).

El material fue purificado utilizando dos columnas diferentes SEC, en un tampon de fosfato de 40mM (pH7.0 +/-
0.2).

Un tampodn contenia el aditivo (150mM de L-arginina) y un tampén estaba sin aditivo.

Ambos productos obtenidos fueron purificados posteriormente en un IEX (flujo rapido de sefarosa DEAE,
Healthcare GE), nuevamente utilizando los dos tampones mencionados anteriormente.

La tabla 7 muestra los resultados para el IEX. Esta claro que la presencia del aditivo resulté en un rendimiento de
producto mayor casi multiplicando el rendimiento de producto medido por ELISA (Ten Have R et al, 2012) y el
area de valor maximo.

En ambos casos, la purificacion resulté en los productos de virus de pureza buena (basada en la proporcion UV
como se ha determinado por Koch y Koch 1985, datos no mostrados).

Tabla 7: la purificacion SEC e IEX de poliovirus tipo salvaje en presencia o ausencia de 150 mM de L-arginina. El
area de valor maximo corresponde a cantidades de poliovirus. El antigeno D medido corresponde a virus
inmunogénico.

Sin 150 mM de L-arginina Con 150 mM de L-arginina
El area de valor maximo (mAU*ml) | 3621 6006
Antigeno D de poliovirus (DU / ml) 994 1845

[0137] En otro experimento tipo salvaje un virus de la polio tipo 3 fue producido nuevamente y purificado hasta
las etapas cromatograficas en un procedimiento como se describe por Thomassen et al (2013a). El material fue
purificado utilizando una columna SEC en el tampdn de fosfato regular de 40mM de pH 7.0 +/-0.2).

El producto obtenido fue dividido en 2 partes de la misma cantidad.

Para una parte, un tampon concentrado altamente que contiene L-arginina se afiadié para hacer una
concentracion final de 149mM, mientras a la otra parte se afiadié la misma cantidad de tampon regular para
compensar el efecto de dilucion.

Ambos productos fueron purificados posteriormente en un IEX (flujo rapido de sefarosa DEAE, Healthcare GE),
utilizando el tampdn de fosfato de 40mM con o sin aditivo (150mM de L-arginina), dependiendo de la porcion
para ser purificada.

En la tabla 8 se muestran los resultados del IEX. Esta claro nuevamente que el aditivo resultdé en un rendimiento
de producto (basado en area de valor maximo).

En ambos casos, la purificacion resultd en los productos de virus de pureza buena (basados en la proporcion UV
como se ha determinado por Koch y Koch 1985, datos no mostrados).

Tabla 8: purificacion IEX de poliovirus tipo salvaje tipo 3 en presencia o ausencia de 150 mM L-arginina

Sin 150 mM de L-arginina Con 150 mM de L-arginina

El area de valor maximo de | 3887 4789
producto (mAU*ml)
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[0138] Del ejemplo 7 esta claro que la adicién puede hacerse en formas diferentes para ser eficaz, bien
directamente y co-eluyendo o después, ya que un compuesto de materia prima altamente concentrado no
importd. El producto con el aditivo, en cualquier caso, mostré un rendimiento mas alto.

Diferentes formas de adiciones, tal como un sélido, a través de diafiltraciéon o como materia prima concentrada
altamente supondran todas rendimientos mas altos también.

Ejemplo 8: purificacion de un poliovirus quimérico en presencia o ausencia de aminoacidos basicos

[0139] Se obtuvo un poliovirus experimental, que representa una combinacién/quimera/hibrido del virus tipo
salvaje (bases de IPV desarrolada por Salk) y virus atenuado (cepas Sabin).

Este virus fue estropeado ademas por modificacion genética para hacerlo menos activo bioldgicamente en
mamiferos para prevenir adicionalmente cualquier enfermedad/percance severo.

Este virus experimental fue producido utilizando el proceso de produccion existente (Bakker et al, 2011 and
Thomassen et al, 2013a) a escala de laboratorio para evaluar su potencial.

Para la parte de separacion cromatografica, se usaron tanto tampon de fosfato de 20 mM puro (control) como un
tampon fosfato de 20mM que contenia L-arginina de 150mM.

Los resultados se representan en la tabla 9, que muestra el rendimiento de operaciones unitarias individuales
(%) y la operacién unitaria cromatografica combinada.

La tabla 9 muestra claramente los efectos beneficiosos del aditivo de L-arginina ya que se alcanzan
recuperaciones mas altas en general.

Tabla 9: rendimiento de poliovirus quimérico (%) para operaciones unitarias individuales (SEC e IEX) y
operaciones unitarias combinadas

Rendimiento (%)
Tipo 1 Tipo 2
Control Aditivo Control Aditivo
SEC 67 90 60 100
IEX 75 88 59 70
Combinadas SEC & 50 79 35 70
IEX

Ejemplo 9: cromatografia en modo mixto/multimodal en presencia de aminoacidos basicos

[0140] El uso de un aditivo en el tampdn de elucién, abre la via para opciones de purificacion nuevas, tales como
el uso de separaciones cromatograficas en modo mixto/multimodales, en vez de intercambio i6nico regular.

Por la presente, ambos efectos electroestaticos e hidrofébicos estan en juego para permitir la separacion bi-
dimensional de particulas, incluso permitiendo que las particulas cercanamente relacionadas, con respecto a un
punto isoeléctrico, se separen. Un ejemplo se da en la tabla 10. Una HEA Hypercell resina cromatografica
alifatica (Pall Corporation) se utiliza para purificar Sabin de tipo 2. La pureza del producto se determina
basandose en la proporcion UV 260/280 conforme a Koch y Koch (1985), por lo cual la proporcion objetivo para
poliovirus puro esta en el rango de 1.60-1.80.

Sin L-arginina presente, el virus HEA-purificado tiene una proporcion UV 260/280 de 0.98, mientras que el virus
purificado en la columna HEA en presencia de 150mM L-arginina alcanza repentinamente una alta pureza como
se indica por una proporcion de UV 260/280 de 1.76, es decir en el rango diana.

Tabla 10. Pureza de producto de polio virico en una resina cromatografica multimodal

diana control aditivo
Proporcion UV260/280 | 1.60-1.80 0.98 1.76

[0141] El uso de nuevo y resinas mas modernas crea nuevas opciones para purificacion virica.

Ejemplo 10: efectos de diferente aminoacido basico y derivados del mismo en la reduccion de agregacion de
poliovirus

[0142] Una placa negra de 96 pocillos en forma de chimenea con un fondo claro fue usada para seleccionar
diferentes compuestos y concentraciones frente a un lote de polio agregado purificado de forma intermedia
(Sabin, tipo 1, derivado de un paso de cromatografia de exclusion por tamafio en un tampén de fosfato sencillo).
Las soluciones madre de los varios compuestos fueron preparadas en una placa de 96 pocillos profundos
mediante la mezcla soluciones madre concentradas con tampon (ambos a pH 7.0 +/- 0.2) a una molaridad
predeterminada, después de la cual estos fueron afadidos a la placa de 96 pocillos negros en cantidades iguales
con la preparacion de virus que debe evaluarse (1:1).

La placa resultante se mezclé en una plataforma de agitacién y la absorbancia (590 nm) fue medida después de
5 minutos. Los resultados se representan en la figura 5.
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Abreviaturas

[0144]

AU - unidades de absorbancia

CCID50 - 50% de dosis infecciosa de cultivo celular
CFF - filtracion de flujo cruzado

Cm - centimetros

CPE - efecto citopatico
DEAE - dietilaminoetanol

DF - diafiltracion

DLS - dispersion de luz dinamica
ADN - acido desoxirribonucleico
DO - oxigeno disuelto

DSP - proceso aguas abajo

DU - unidad de antigeno D

EID50 - 50% de dosis infecciosa en huevo
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ELISA - ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
E-EM - medio minimo esencial de Eagle

FTU - unidad de turbidez de formazina
HCP - proteina de célula huésped
HEA - hexilaminea

HPV - virus del papiloma humano

HVAC - calentamiento, ventilacion y aire acondicionado
IEC/IEX - cromatografia de intercambio idnico

IPV - vacuna inactivada contra la poliomietilis

KD - kiloDalton

M199 - medio 199

MALS - dispersion de luz multiangulo

MKC - célula de rifidn de mono
MM - milimolar

MOl - pluralidad de infeccion
MS - milli-Siemens

NIBSC - Instituto Nacional para Estandares Biolégicos y Control
Nm - nanémetro

RMN - resonancia magnética nuclear

NTU - unidad nefelométrica de turbidez
oD - densidad o6ptica

OPV - vacuna contra la poliomielitis oral
PBS - suero salino tamponado con fosfato

RIVM - Instituto Nacional de Salud Publica y Medio Ambiente
ARN - acido ribonucleico

RSV - virus respiratorio sincitial

SEC - cromatografia de exclusion por tamafio

SIPV - vacuna inactivada contra la poliomielitis basada en Sabin
SPF - sin patégeno especifico

SRID - inmunodifusion radial Unica

TCID50 - 50% de dosis infecciosa de cultivo de tejido

TFF - filtracién de flujo tangencial

UF - ultrafiltracion

USP - proceso aguas arriba

uv - ultravioleta

VAPP - Poliomielitis paralitica asociada a vacuna
VDPV - Poliovirus derivado de vacuna
VLP - particulas tipo virus
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REIVINDICACIONES

1. Método para la producciéon de una composicidon que comprende particulas de Enterovirus, donde el método
comprende las etapas de:

a) produccion de un medio que contiene las particulas de Enterovirus;

b) purificacion de las particulas de Enterovirus desde el medio, por lo cual durante al menos una parte de la
purificacion un aminoacido basico o un derivado esta presente a una concentracion final de al menos 1 mM y
es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus; e,

c) inactivacion de las particulas de Enterovirus;

donde el aminoacido basico o derivado es seleccionado del grupo que consiste en: arginina, lisina, histidina,
arginina HCI, lisina HCI, histidina HCI, agmatina, dihidrocloruro de éster etilico de L-arginina, acido tranexamico,
hidrocloruro DL-5-hidroxilisina, dihidrocloruro de éster metilico de L-lisina, 3-metil-L-histidina, sales derivadas y
combinaciones de los mismos.

2. Método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un paso d) donde las particulas de Enterovirus son
formuladas.

3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, donde el aminoacido basico o derivado esta presente a una
concentracion final de al menos 1 mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de
Enterovirus durante al menos una parte del paso c).

4. Método segun la reivindicacion 3, donde también durante el paso d) el aminoacido basico o derivado esta
presente a una concentracion final de al menos 1 mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las
particulas de Enterovirus.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, donde la concentracion del aminoacido basico o
derivado es al menos 1 mM y suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus
mientras se mantiene en toda la duracion de al menos uno de los pasos b), c) y d).

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 5, donde la concentracion final del aminoacido basico o
derivado es al menos 5 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM o 100 mM y es suficiente para prevenir o reducir la
agregacion de las particulas de Enterovirus.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 6, donde las particulas de Enterovirus son particulas tipo
virus de un Enterovirus.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, donde las particulas de Enterovirus son seleccionadas
de un Enterovirus del grupo que consiste en poliovirus, virus Coxsackie A, virus Coxsackie B, echovirus, rinovirus
y enterovirus 68, 69, 70, 71y 73.

9. Método segun la reivindicacion 8, donde las particulas de Enterovirus comprenden poliovirus de los serotipos
1,2y3.

10. Método segun cualquier segun la reivindicacion 1 a 9, donde la composicion que comprende particulas de
Enterovirus es una vacuna.

11. Método segun la reivindicacion 10, donde la vacuna es una vacuna de la polio inactivada (IPV).

12. Uso de un aminoacido basico o derivado para prevenir o reducir la agregacion de particulas de Enterovirus
durante la purificacién de las particulas de Enterovirus a partir de un medio, por lo cual durante al menos una
parte de la purificacion, el aminoacido basico o su derivado esta presente a una concentracion final de al menos
1 mM y es suficiente para prevenir o reducir la agregacion de las particulas de Enterovirus y donde el aminoacido
basico o derivado es seleccionado del grupo que consiste en: arginina, lisina, histidina, arginina HCI, lisina HCI,
histidina HCI, agmatina, dihidrocloruro de éster etilico de L-arginina, acido tranexamico, hidrocloruro DL-5-
hidroxilisina, dihidrocloruro de éster metilico de L-lisina, 3-metil-L-histidina, sales derivadas y combinaciones de
los mismos.

13. Uso segun la reivindicacion 12, donde las particulas de Enterovirus son seleccionadas de un Enterovirus del
grupo que consiste en poliovirus, virus Coxsackie A, virus Coxsackie B, echovirus, rinovirus y enterovirus 68, 69,
70,71y 73.

14. Uso segun la reivindicacion 13, donde las particulas de Enterovirus son los poliovirus de al menos uno de los
serotipos 1, 2y 3.
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15. Uso segun la reivindicacion 13, donde las particulas de Enterovirus son una vacuna inactivada contra la polio
(IPV).
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Fig. 2c
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Fig. 2e
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