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DESCRIPCION
Procedimientos para aislar y cuantificar un antigeno de vacunas

Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica beneficio de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos n.° de serie 61/477.835,
presentada el jueves 21 de abril de 2011.

Campo

La divulgacion se refiere en general al campo de las vacunas y a los procedimientos para aislar y medir el contenido
de antigenos de proteinas del virus en una vacuna sin un patrén conocido.

Antecedentes

Los virus de la gripe generalmente se dividen en tres tipos: A, B y C, segun las diferencias antigénicas entre sus
antigenos nucleoproteinicos y sus antigenos de proteinas de la matriz. Los virus de la gripe se dividen ademas en
subtipos dependiendo de la naturaleza antigénica de las dos glucoproteinas de superficie del virus principal, la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). Tanto la HA como la NA llevan epitopos antigénicos. Los anticuerpos
que se producen contra la HA y la NA estan asociados con la resistencia a infecciones y/o enfermedades en seres
humanos y animales. La eficacia de una vacuna contra la gripe esta determinada en gran medida por la cantidad de
HA inmunogénica en una vacuna. Por lo tanto, el principal determinante antigénico de los virus de la gripe Ay B es la
HA y la eficacia de una vacuna contra la gripe se determina en gran medida por la cantidad de HA inmunogénica, es
decir, el contenido de antigeno, en una vacuna.

Hasta la fecha, el contenido de antigeno se mide con los patrones internacionales proporcionadas por los Centros
Colaboradores de la Organizacion Mundial de la Salud (en adelante, "OMS"), que se utilizan para la determinacion del
valor del antigeno, por ejemplo, el contenido de HA de las vacunas. A menudo, sin embargo, los fabricantes de vacunas
preparan las vacunas cuando no se dispone de patrones, por ejemplo, cuando existen diferencias antigénicas (es
decir, una homologia relativamente baja) entre diferentes cepas estacionales de antigenos del virus o cuando hay un
brote pandémico de un virus para el que todavia no hay patrones disponibles.

Dicho brote pandémico ocurrié en abril de 2009, cuando hubo un brote en México, Estados Unidos y varias otras
naciones de pandemia de gripe A/California/07/2009 H1N1, una nueva cepa de gripe evolucionada que combinaba
genes de seres humanos, cerdos y gripe aviar, inicialmente apodada "gripe porcina". En este caso particular, se
necesitaron vacunas antes de que la OMS tuviera patrones disponibles para el antigeno H1. En septiembre de 2009,
la Administracion de Drogas y Alimentos de EE.UU. aprobé cuatro vacunas contra el virus de la gripe H1N1 2009. En
el momento del desarrollo de estas vacunas, sin embargo, todavia no habia patrones de la OMS disponibles para
cuantificar la HA en las nuevas vacunas.

Durante varias décadas, el contenido de HA de las vacunas contra la gripe se ha analizado utilizando la inmunodifusién
radial unica (SRID o SRD, de sus siglas en inglés) con patrones internacionales proporcionadas por los Centros
Colaboradores de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). Estos patrones internacionales se utilizan para la
determinacion del valor del antigeno, por ejemplo, el contenido de HA de las vacunas. En la SRID, los viriones de la
gripe se rompen con detergente y se someten a inmunodifusion durante tres dias a temperatura ambiente en geles de
agarosa cargados con anticuerpos. Tras la tincion del gel, se miden los diametros de la zona de precipitacion de los
complejos antigeno-anticuerpo, y el contenido de antigeno de las preparaciones de virus de un cierto subtipo se calcula
utilizando una curva de calibracién obtenida con un lote de referencia de virus completo de este subtipo con un
contenido de HA conocido. Sin embargo, la SRID es un ensayo laborioso y de bajo rendimiento. Ademas, la
sensibilidad, exactitud y precision, especialmente para el virus de la gripe no purificado (en proceso) es relativamente
bajo.

Kapteyn y col. (Vaccine 24:3137-44, 2006; "Kapteyn") publicé un ensayo de RP-HPLC para la cuantificacion de la HA
en cultivos del virus de la gripe, asi como para la identificacion de la HA de cepas individuales de gripe en vacunas
trivalentes. Sin embargo, el procedimiento de Kapteyn no cuantificd la HA sin un patron. Adicionalmente, Kapteyn usé
detergente para solubilizar el antigeno y la alquilacién para evitar que las proteinas con grupos sulfhidrilo reactivos se
vuelvan a asociar y formen complejos. De hecho, en el procedimiento de Kapteyn, la HA se aislé completamente
mediante la disolucion de las membranas a través del uso de un detergente fuerte. También se describe que el
procedimiento de Kapteyn no es adecuado para cuantificar HA de cepas de gripe inactivadas con formalina.

Phelan y Cohen (J. Chromatography 266:55-66, 1983) desvelan un procedimiento para separar las proteinas
principales de una muestra viva del virus de la gripe mediante cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa.

Por lo tanto, la técnica hasta la fecha no desvela procedimientos para determinar de manera precisa y eficaz la
concentracion de antigeno HA en muestras de HA sin analizar o purificadas, especialmente en muestras que no se
procesan con detergentes o agentes alquilantes y en ausencia de patrones de proteina HA segun lo proporcionado
por los centros colaboradores de la OMS. Claramente, existe una gran necesidad en la técnica de procedimientos
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solidos, exactos y rapidos para el aislamiento y la cuantificacion fiables del antigeno, incluidos los antigenos del virus,
como la HA, en la fabricacion de vacunas antes de que los centros colaboradores de la OMS dispongan de los patrones
de antigenos. La siguiente divulgacion describe los detalles de dichos procedimientos.

Sumario
La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

Los procedimientos descritos en el presente documento se desarrollaron para proporcionar un medio para medir el
contenido de antigeno de proteina del virus en una vacuna que comprende virus en ausencia de los patrones de
antigeno disponibles. Por lo tanto, la invencion aborda una o mas necesidades en la técnica relacionadas con la
cuantificacion rapida y exacta de la concentracion de antigeno en una vacuna durante el desarrollo y el proceso de
fabricacion de la vacuna sin la necesidad de patrones internacionales. Por lo tanto, los procedimientos proporcionados
en el presente documento permiten a los fabricantes de vacunas producir mas rapidamente una vacuna que se puede
entregar al publico sin esperar a que la OMS desarrolle y proporcione un patrén.

Mas especificamente, la invencion proporciona procedimientos rapidos y sdlidos para aislar y cuantificar con exactitud
antigenos de vacunas, que son exactos y reproducibles, en ausencia del uso de patrones. La divulgacion es aplicable
para su uso con una variedad de antigenos, proporcionando asi un procedimiento mejorado en la técnica de fabricacion
de vacunas hasta la fecha.

La invencion proporciona procedimientos para aislar un antigeno de proteina del virus de una composicion de vacuna
que comprende virus, comprendiendo el procedimiento las etapas de: (a) solubilizar el antigeno en la composicién de
vacuna mediante reduccion sin un detergente y sin un agente alquilante, en la que la reduccion comprende una
temperatura de incubacion de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 90 °C; (b) acidificacion del antigeno para
evitar la formacion de enlaces disulfuro entre los subtipos de antigenos separados; y (c) aislar el antigeno o un subtipo
de antigeno mediante fraccionamiento.

En algunos aspectos, la reducciéon comprende tratar la composicién de vacuna con ditiotreitol. En algunos aspectos,
la reduccién comprende un tiempo de incubacion de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 20 horas. En
otros aspectos, la reducciéon comprende un tiempo de incubacién de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente
2 horas. En aspectos mas particulares, la reduccién comprende un tiempo de incubacién de aproximadamente 1 hora.
En aspectos adicionales, determinados aspectos, la reduccién comprende una temperatura de incubacién de
aproximadamente 85 °C. En otros aspectos, la etapa de reduccion esta controlada por pH. En diversos aspectos, la
reduccion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente pH 6 a aproximadamente pH 11. En aspectos particulares, la
reduccion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente pH 7 a aproximadamente pH 10. En aspectos adicionales, la
etapa de solubilizacion comprende adicionalmente la desnaturalizacion con un agente cadétropo. En diversos aspectos,
el agente caotropo es clorhidrato de guanidina, urea, tiourea, litio, perclorato o tiocianato. En diversos aspectos, la
acidificacion se lleva a cabo con acido fosférico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido trifluoroacético, acido
pentafluoropropioénico, acido heptafluorobutirico o acido férmico.

En algunos aspectos, el fraccionamiento se lleva a cabo mediante cromatografia. En diversos aspectos, la
cromatografia es cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), HPLC de fase inversa (RP-HPLC), HPLC de
intercambio iénico (I EX-HPLC), cromatografia de afinidad, cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC) o
cromatografia de exclusion de tamafio (SEC). En un aspecto ejemplar, la cromatografia es HPLC de fase inversa (RP).

La invencion proporciona ademas procedimientos para cuantificar el antigeno de proteina del virus o el subtipo de
antigeno en una composicion de vacuna que comprende virus. Dichos procedimientos incluyen todos los
procedimientos descritos anteriormente en el presente documento para aislar un antigeno de una composicion de
vacuna, con una etapa adicional de cuantificacion del antigeno o subtipo de antigeno. En aspectos ejemplares, la
etapa de cuantificacion se lleva a cabo sin utilizar un patron de antigeno. En diversos aspectos, la etapa de
cuantificacion comprende cuantificar el antigeno mediante analisis de aminoacidos. En determinados aspectos, el
antigeno es hemaglutinina (HA). En aspectos particulares, la HA es de una composicioén de vacuna del virus de la
gripe, una composicion de vacuna del virus del sarampion, una composicion de vacuna del virus paragripal o una
composicion de vacuna del virus de las paperas. En algunos aspectos, la composicién de vacuna es una composicion
de vacuna del virus de la gripe. En aspectos adicionales, la composiciéon de vacuna del virus de la gripe proporciona
proteccion contra un virus de la gripe seleccionado del grupo que consiste en la gripe A y la gripe B. En diversos
aspectos, el subtipo de antigeno es uno cualquiera de la gripe A HA1, HA2, HA3, HA4, HA5, HA6, HA7, HA8, HA9,
HA10, HA11, HA12, HA13, HA14, HA15 y HA16 y la gripe B HA. En determinados aspectos, el subtipo de antigeno es
el subtipo HA1, HA2, HA3, HA5, HA7, HA9, HA10 de la gripe A o HA de la gripe B. En un aspecto ejemplar, el subtipo
de la gripe A HA es HA1. En aspectos adicionales, la composicion de vacuna de la gripe proporciona proteccion contra
un tipo de gripe seleccionado del grupo que consiste en la gripe A HIN1, H1IN2, H2N2, H3N2, H5N1, H7N1, H7N2,
H7N3, H7N7, HON2, H10N7y la gripe B. En diversos aspectos, el procedimiento cuantifica el contenido de antigeno
con una desviacion estandar relativa (RSD) de menos de aproximadamente el 2,5 %. En aspectos mas particulares,
la RSD es de aproximadamente el 2,2 %. En aspectos aun mas particulares, la RSD es de aproximadamente el 1,3%.

El resumen anterior no pretende definir todos los aspectos de la divulgacion, y los aspectos adicionales se describen
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en ofras secciones, como la siguiente descripcion detallada. Se pretende que todo el documento se relacione como
una divulgacion unificada, y debe entenderse que se contemplan todas las combinaciones de caracteristicas descritas
en el presente documento, incluso si la combinacion de caracteristicas no se encuentra junta en la misma oracién o
parrafo o seccion del presente documento. Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se haran evidentes a partir
de la siguiente descripcion detallada.

Descripcion detallada

La divulgacion proporciona un nuevo procedimiento para aislar y preparar el antigeno y determinar la concentracion
de antigeno en el desarrollo y la fabricacion de vacunas en ausencia de patrones internacionales, por ejemplo, los
patrones internacionales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que son preparaciones de referencia bioloégica
con actividad bioldgica definida. El procedimiento incluye mejoras sobre la técnica anterior mediante la solubilizacion
del antigeno de proteina del virus en una composiciéon de vacuna sin el uso de detergente y sin el uso de alquilacion.
El antigeno solubilizado se separa luego mediante fraccionamiento y se cuantifica mediante analisis cuantitativo de
aminodcidos.

La disponibilidad oportuna de los patrones internacionales de la OMS sirve como base para la comparacion de
mediciones bioldgicas en la fabricacién de vacunas en todo el mundo. Sin embargo, estos patrones internacionales
de la OMS no estan disponibles cuando se produce un brote de un nuevo virus y es necesario preparar los patrones.
El problema hasta la fecha es que los fabricantes de vacunas se ven obligados a desarrollar y producir rapidamente
una nueva vacuna en respuesta a un brote de un nuevo virus mientras esperan la entrega de los patrones
Internacionales de la OMS para cuantificar el antigeno en su nueva vacuna. Los procedimientos de la presente
divulgacion proporcionan una solucion a este problema al proporcionar un nuevo procedimiento para cuantificar el
antigeno sin la necesidad de los patrones internacionales de la OMS.

Otro problema hasta la fecha con los procedimientos para la separacion y recuperacion de antigenos procedentes de
patégenos es que la separacion del antigeno de otras proteinas no es 6ptima. En la técnica, ha habido una resolucion
deficiente de los maximos de proteina de antigeno de interés, la recuperacion fue baja y no cuantitativa, y los tiempos
de preparacion de la muestra fueron mas largos. La presente divulgacion resuelve muchos de estos problemas
mediante la utilizacién de cromatografia para aislar el antigeno en una muestra que se desnaturaliza y reduce sin el
uso de un detergente y, en aspectos ejemplares, sin alquilacion para proteger los grupos sulfhidrilo en el antigeno. Por
lo tanto, el tiempo de preparacion de la muestra se reduce considerablemente con menos reacciones secundarias.
Después del aislamiento del antigeno mediante cromatografia, la concentracion del antigeno se cuantifica sin el uso
de un patrén internacional. En aspectos mas particulares, el analisis cuantitativo de aminoacidos se lleva a cabo como
un procedimiento alternativo de cuantificacion de antigenos.

El problema a resolver a partir de la técnica anterior era proporcionar un procedimiento exacto, rapido y sélido que
fuera aplicable para la separacion, purificacion y cuantificacion de alto rendimiento de un antigeno. En aspectos mas
particulares, el problema a resolver era proporcionar dicho procedimiento sin el uso de detergentes, sin la necesidad
de alquilacion y sin la necesidad de patrones de antigenos. Los procedimientos descritos en el presente documento
muestran que el antigeno hemaglutinina (HA), y especialmente el determinante principal HA1, se separa
extremadamente bien y con alta pureza de las otras proteinas presentes en la preparacion y permite que un experto
en la técnica determine la cantidad de antigeno presente en la preparacion, ya sea mediante la comparacién con otros
valores (conocidos), con patrones internos o mediante analisis cuantitativo de aminoacidos.

Mas particularmente, la divulgacion se refiere a un nuevo procedimiento para separar antigenos HA, comprendiendo
el procedimiento las etapas de aplicar una preparacion de antigeno solubilizado sin detergente y fraccionar el antigeno,
en un aspecto, en una columna de cromatografia. La divulgacion, en determinados aspectos, incluye ademas la elucion
del antigeno HA de la columna, incluso, en otros aspectos, la cuantificacion del antigeno mediante AAA.

Antes de que se explique en detalle cualquier realizacion de la divulgacion, sin embargo, debe entenderse que la
divulgacion no esta limitada en su solicitud a los detalles de construccion y la disposicion de los componentes
expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados en las figuras y ejemplos. Los encabezados de seccion utilizados
en el presente documento son solo para fines organizativos y no deben interpretarse como limitantes de la materia
objeto.

La divulgacion abarca otras realizaciones y se practica o se lleva a cabo de varias maneras. Asimismo, debe
entenderse que la fraseologia y la terminologia utilizadas en el presente documento tienen el fin de describir y no
deben considerarse como limitativas. Los términos "que incluye", "que comprende”, o "que tiene" y las variaciones de
los mismos estan destinados a abarcar los articulos enumerados a continuacion y equivalentes de los mismos, asi

como los articulos adicionales.
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Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que un experto en la materia a la que la presente divulgacion pertenece entiende habitualmente.

Las siguientes abreviaturas se utilizan en todo.

AA Aminoacidos

AAA Analisis de aminoacidos

ADN Acido desoxirribonucleico

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

HA Hemaglutinina

HA1-16 Subtipos de hemaglutinina 1-16

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

HIC Cromatografia de interaccion hidrofoba

IEX-HPLC HPLC de intercambio iénico

KDa KiloDaltons

LC-MS/MS Cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem

MALDI/TOF lonizacién de desorcion laser asistida por matriz/espectrometria de masas de tiempo de vuelo MVB
volumen monovalente

RSD Desviacion estandar relativa

RP-HPLC HPLC de fase inversa

SDS Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio

SEC Cromatografia de exclusion por tamafio

SRD Inmunodifusion radial simple

uv Ultravioleta

Cabe destacar en el presente documento que, tal como se usa en la presente memoria descriptiva y en las

reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una", y "el/la" incluyen referencias en plural, a menos que el
contexto indique claramente otra cosa.

Tal como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados que se les asigna a menos
que se especifique otra cosa.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina” se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse a
un polimero de restos de aminoacidos unidos a través de enlaces peptidicos. "Proteina" se refiere normalmente a
polipéptidos grandes. "Péptidos" se refiere normalmente a polipéptidos pequefios.

También se entiende especificamente que cualquier valor numérico recitado en el presente documento incluye todos
los valores desde el valor inferior al valor superior, es decir, todas las combinaciones posibles de valores numéricos
entre el valor mas bajo y el valor mas alto enumerado deben considerarse expresamente declaradas en esta solicitud.
Por ejemplo, si se establece un intervalo de concentracién de aproximadamente el 1 % al 50 %, se pretende que
valores como del 2 % al 40 %, del 10 % al 30 % o del 1 % al 3 %, etc., se enumeren expresamente en la presente
memoria descriptiva. Los valores enumerados anteriormente son solo ejemplos de lo que se pretende
especificamente.

Los intervalos, en diversos aspectos, se expresan en el presente documento a partir de "aproximadamente" o "en torno
a" un valor particular y/o de "aproximadamente" o "en torno a" otro valor particular. El término "casi" también se usa
de manera intercambiable con el término "aproximadamente". Cuando los valores se expresan como aproximaciones,
mediante el uso del antecedente "aproximadamente”, se entendera que se incluye cierta variacion en el intervalo e
incluye valores de +/- 10 %, +/- 5 % y +/- 1,0 % del valor desvelado o recitado.

"Gripe" se refiere a cualquiera de los tres tipos de virus de la gripe, A, B y C en la familia de Orthmyxoviridae. Solo la
gripe A 'y B conducen a brotes estacionales. Los virus de la gripe infectan a su hospedador mediante la unién a través
de la hemaglutinina (HA) a los azucares del acido sialico en las superficies de las células epiteliales, normalmente en
la nariz, garganta y pulmones de mamiferos y en los intestinos de las aves.

El género de la gripe A tiene una especie, el virus de la gripe A. La gripe A se divide en subtipos o serotipos basados
en las propiedades seroldgicas de la proteina HA (H1-16) y la proteina neuraminidasa (N1-9). Los subtipos de gripe
se nombran de acuerdo con la combinacion de hemaglutinina y neuraminidasa, por ejemplo, HxNy. Los subtipos que
se han confirmado en seres humanos, ordenados por el nimero de muertes pandémicas humanas conocidas,
incluyen, aunque no de forma limitativa, HIN1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7, H1N2, HON2, H7N2, H7N3 y H10N7. El
género de la gripe B tiene una especie, el virus de la gripe B. La gripe B muta a una velocidad de 2 a 3 veces mas
lenta que la del tipo Ay, por lo tanto, es menos diversa genéticamente, con solo un serotipo de gripe B. El género de
la gripe C tiene una especie, el virus de la gripe C, que infecta a seres humanos, perros y cerdos, causando a veces
enfermedades graves y epidemias locales. Sin embargo, la gripe C es menos habitual que los otros tipos.
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El término "antigeno" o "subtipo de antigeno" se refiere a una molécula o una porcion de una molécula capaz de unirse
mediante un agente de union selectiva, como un anticuerpo y, adicionalmente, capaz de usarse en un sujeto para
producir anticuerpos capaces de unirse a un epitopo de cada antigeno. Un antigeno, en diversos aspectos, tiene uno
0 mas epitopos. En un aspecto ejemplar, la HA es el antigeno. LA HA es una glucoproteina antigénica que es
responsable de unir el virus a la célula que se esta infectando. Hay al menos 17 antigenos HA diferentes identificados
hasta la fecha, etiquetados como HA1-HA16 o, alternativamente, H1-H16 para la gripe A, y al menos un antigeno HA
conocido para la gripe B. H1, H2 y H3, se encuentran habitualmente en seres humanos. El antigeno HA de la gripe A
y la gripe B se encuentra habitualmente en la gripe B humana. La divulgacion incluye procedimientos para aislar y
cuantificar todas las proteinas HA de virus conocidas y aun desconocidas, que incluyen, pero sin limitacion a cualquiera
de HA1, HA2, HA3, HA4, HA5, HAB, HA7, HA8, HA9, HA10, HA11, HA12, HA13, HA14, HA15, HA16 y HA de la gripe
B.

La expresion "contenido de antigeno” o "concentracion de antigeno" se refiere a la cantidad de antigeno, es decir, la
concentracion de antigeno, en una muestra de vacuna.

Los términos "vacuna" o "composicién de vacuna" se refieren a una preparacion biolégica que mejora la inmunidad a
una enfermedad en particular (por ejemplo, la gripe). Los términos "vacuna" o "composicion de vacuna" se usan
indistintamente en el presente documento para describir todas las formulaciones de vacuna, incluidas las
preparaciones de procedimiento instantaneo, previo y posterior implicadas en el desarrollo y fabricacién de vacunas.

El término "patron" o "patron internacional” o "patrén de referencia internacional” o "patrén de antigeno” se refiere a
una preparacion de referencia biologica con actividad biolégica definida segun lo dispuesto por una autoridad
reguladora, por ejemplo, mediante la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) o un Centro Colaborador de la OMS.

"Desviacion estandar relativa", "RSD," o "% de RSD" es el valor absoluto del coeficiente de variacion. A menudo se
expresa como un porcentaje. Un término similar que a veces se usa es la varianza relativa que es el cuadrado del
coeficiente de variacion. Asimismo, el error estandar relativo es una medida de la fiabilidad de una estimacion
estadistica obtenida al dividir el error estandar por la estimacion; luego se multiplica por 100 para ser expresado como
un porcentaje. La RSD se usa ampliamente en quimica analitica para expresar la precision y la repetibilidad de un
ensayo. RSD = (desviacion estandar de la matriz X) x 100 / (promedio de la matriz X).

Los encabezados de seccion se utilizan en el presente documento solo para fines organizativos y no deben
interpretarse como limitantes de ningin modo de la materia objeto.

Aislamiento del antigeno de una vacuna

La divulgacion incluye procedimientos para aislar antigenos de proteinas de virus que incluyen, pero sin limitacion,
antigenos HA de una composicién de vacuna que comprende virus. En realizaciones ejemplares, la vacuna del virus
de la gripe se obtiene a partir de un procedimiento previo, instantaneo o posterior de un material procedente de huevo
o de material del virus de un cultivo celular. El antigeno se solubiliza luego de la composicién de vacuna sin detergente.

La solubilizaciéon de antigenos, también conocida como desintegracion de virus, implica la descomposicion del virus
mediante procedimientos quimicos o fisicos para aislar un antigeno o antigenos para su posterior aislamiento y
cuantificacion. En un aspecto ejemplar, la etapa de solubilizacién se lleva a cabo mediante la reduccion sin el uso de
detergente. Los detergentes no se utilizan en los procedimientos descritos en el presente documento porque se unen
a proteinas y alteran sus propiedades, es decir, los detergentes contaminan el antigeno aislado e interfieren con la
separacion cromatografica necesaria para la determinacion precisa de la concentracion de antigeno.

Por lo tanto, la solubilizacién de antigenos se lleva a cabo mediante cualquier agente reductor que no sea un
detergente que reduzca los enlaces disulfuro de las proteinas. Los agentes reductores adecuados incluyen, aunque
no de forma limitativa, ditiotreitol (DTT), tris [2-carboxietil] hidrocloruro de fosfina (TCEP), Protein-S-S-ReductantTM
(G Biosciences®, Maryland Heights, MO), B3-mercaptoetanol, $3-mercaptoetilamina, tiopropil-agarosa, borohidruro de
sodio, cianoborohidruro de sodio, fosforotioato de sodio, sulfito y agentes generadores de sulfito, ditioeritritol,
tributilfosfina, glutation, tioglicolato, 2;3-dimercaptopropanol o acido perférmico. En diversos aspectos, el clorhidrato
de guanidina u otro agente cattropo tal como, pero sin limitacion, urea, tiourea, litio, perclorato y tiocianato también se
usa en el tampon de reaccion de solubilizacion. Un agente cadétropo desnaturaliza la proteina pero no precipita la
proteina. Los compuestos y procedimientos para llevar a cabo la reduccién de proteinas son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Las soluciones y condiciones de reduccion especificas se describen con mas detalle en el
presente documento en los Ejemplos.

En un aspecto ejemplar, un tampoén reductor o un agente reductor reduce los enlaces disulfuro entre moléculas de HA
en las respectivas subunidades, por ejemplo, HA1 y HA2, y libera, por ejemplo, HA1 del virus. En determinados
aspectos, el DTT se utiliza a una concentracion de aproximadamente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM,
8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, 16 mM, 17 mM, 18 mM, 19 mM, 20 mM, 21 mM, 22
mM, 23 mM, 24 mM, 25 mM, 26 mM, 27 mM, 28 mM, 29 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM, 55 mM, 60 mM,
65 mM, 70 mM, 80 mM, 85 mM, 90 mM, 95 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 350 mM, 400 mM, 450
mM o 500 mM. En aspectos mas particulares, el DTT se utiliza a una concentracion, por ejemplo, que varia de
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 100 mM.
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En un aspecto ejemplar, la reduccion comprende un tiempo de incubacion de aproximadamente 5 minutos a
aproximadamente 20 horas, de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 10 horas o de aproximadamente 30
minutos a aproximadamente 2 horas. En aspectos, los tiempos de incubacién son de aproximadamente 1 hora. Por lo
tanto, los tiempos de incubacion son de aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente
20 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 50 minutos,
aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1,5 horas, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 2,5 horas,
aproximadamente 3 horas, aproximadamente 3,5 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 4,5 horas,
aproximadamente 5 horas, aproximadamente 5,5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 6,5 horas,
aproximadamente 7 horas, aproximadamente 7,5 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 8,5 horas,
aproximadamente 9 horas, aproximadamente 9,5 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas,
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas,
aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas o
aproximadamente 20 horas. Los tiempos de reduccién especificos se describen con mas detalle en el presente
documento en los Ejemplos.

La reducciéon comprende una temperatura de incubaciéon de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 90 °C. En
aspectos mas particulares, la reduccién comprende una temperatura de incubacién de aproximadamente 85 °C. Por
lo tanto, las temperaturas de incubacion son de aproximadamente 50 °C, aproximadamente 55 °C, aproximadamente
60°C, aproximadamente 65°C, aproximadamente 70°C, aproximadamente 75°C, aproximadamente 80°C,
aproximadamente 85 °C o aproximadamente 90 °C. Las temperaturas de reduccién especificas se describen con mas
detalle en el presente documento en los Ejemplos.

En aspectos adicionales, la reduccién del antigeno esta controlada por el pH. En diversos aspectos, la reaccion de
reduccion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente pH 6 a aproximadamente pH 11. En aspectos particulares, el
pH es de aproximadamente pH 7 a aproximadamente pH 10. En aspectos mas particulares, el pH es aproximadamente
70,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9, 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 84, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 8,9, 9,0, 9,1,9,2,9,3, 9,4, 9,5, 9,6,
9,7,9,8,9,9y 10,0.

La reduccion se lleva a cabo sin alquilacion. La alquilacion protege los grupos sulfhidrilo de las proteinas después de
la reduccion y evita la reaccion inversa de las cisteinas libres. Por lo tanto, la alquilacion se usa normalmente para
evitar la reasociacion y/o la formacioén de complejos de antigenos HA separados, por ejemplo, HA1 y HA2, y otras
proteinas. El uso de agentes alquilantes, como la 4-vinilpiridina, sin embargo, disminuyé la pureza de la proteina como
se describe con mas detalle en el presente documento en los Ejemplos. Por lo tanto, para evitar la reasociacion y/o la
formacion de complejos de antigenos separados, por ejemplo, HA1 'y HA2, y otras proteinas, los grupos sulfhidrilo de
todas las proteinas estan protegidos sin el uso de un agente alquilante.

Para evitar la reasociacion y/o la formacion de complejos de antigenos separados y otras proteinas sin el uso adicional
de un agente alquilante, los grupos de proteinas sulfhidrilo reducidos se protegen por protonacion mediante
acidificacion. La acidificacion previene la formacion de enlaces disulfuro debido a que para que se formen enlaces
disulfuro, un grupo sulfhidrilo debe estar al menos parcialmente en forma ionica. La acidificacion es un tratamiento
simple y eficaz, en el que el pH se controla y ajusta para evitar la precipitacion del antigeno. En diversos aspectos, la
acidificacion se lleva a cabo con acido fosférico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido trifluoroacético, acido
pentafluoropropionico, acido heptafluorobutirico o acido formico. En aspectos ejemplares, la acidificacion se lleva a
cabo con acido fosférico; sin embargo, el uso de acido fosférico no es limitante, ya que se utilizan todos los demas
procedimientos de acidificacién en la técnica. Los procedimientos para la acidificacion son bien conocidos en la técnica
y no se detallan en el presente documento. Las soluciones y condiciones de acidificacion especificas se describen con
mas detalle en el presente documento en los Ejemplos.

Fraccionamiento de antigenos

Después de la reduccion y acidificacion, el antigeno se aisla mediante fraccionamiento. En aspectos ejemplares, el
fraccionamiento se lleva a cabo mediante cromatografia. Se usa cualquier tipo de cromatografia adecuada conocida
en la técnica. Por ejemplo, dichos tipos adecuados de cromatografia incluyen, aunque no de forma limitativa,
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), HPLC de fase inversa (RP-HPLC), HPLC de intercambio i6nico (
EX-HPLC), cromatografia de afinidad, cromatografia de interaccion hidroéfoba (HIC) o cromatografia de exclusion de
tamafio (SEC).

En algunos aspectos, el fraccionamiento de antigenos se lleva a cabo mediante RP-HPLC. Por lo tanto, los tipos
adecuados de columnas de fase inversa incluyen, aunque no de forma limitativa, columnas de silice o columnas
basadas en polimeros, porosas, no porosas o monoliticas, con varias modificaciones que varian de C2 a C18. El
diametro de la columna adecuado para fines analiticos es normalmente, pero sin limitacién, un intervalo de
aproximadamente 75 um a aproximadamente 5 mm, dependiendo del caudal, que puede variar de aproximadamente
0,1 pyl/min a aproximadamente 5 ml/min. Para el aislamiento de una cantidad suficiente de antigeno, se utilizan
normalmente columnas con un diametro de aproximadamente 1 mm a aproximadamente 10 mm. Las proteinas se
separan y se eluyen de las columnas de fase inversa con mezclas de disolventes acuosos y organicos tales como,
pero sin limitacion, acetonitrilo, metanol, etanol, butanol, propanol, isopropanol y terahidrofurano, y con frecuencia
contienen modificadores tales como, pero sin limitacién, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido trifluoroacético, acido
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pentafluoropropidnico, acido heptafluorobutirico, acido férmico, acido fosférico y tampones de fosfato. Los
procedimientos para la HPLC en fase inversa de proteinas son bien conocidos en la técnica y no se elaboran en el
presente documento adicionalmente, ya que se pueden llevar a cabo por un experto en la materia. Los procedimientos
y condiciones especificos de HPLC en fase reversa se describen con mas detalle en el presente documento en los
Ejemplos.

El fraccionamiento de antigenos mediante cromatografia, como se describe en el presente documento en los Ejemplos,
proporcioné una excelente linealidad y precision con una desviacion estandar relativa baja (RSD). La linealidad, la
capacidad (dentro de un cierto intervalo) para obtener resultados de prueba que son directamente proporcionales a la
concentracion (cantidad) de analito en la muestra, es importante en cualquier procedimiento analitico. La precisiéon de
un procedimiento analitico expresa la proximidad del acuerdo (grado de dispersion) entre una serie de mediciones
obtenidas a partir de un muestreo multiple de la muestra homogénea en las condiciones prescritas. La precision, en
diversos aspectos, se considera en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

Cuantificacién de antigenos

Los procedimientos para cuantificar el antigeno o el subtipo de antigeno después del aislamiento mediante
fraccionamiento sin el uso de patrones internacionales se incluyen en la divulgacion. Los procedimientos adecuados
para cuantificar el antigeno fraccionado incluyen, aunque no de forma limitativa, el analisis de aminoacidos (AAA), la
determinacion de nitrégeno (Kjeldahl), la espectrometria de masas y la espectrometria de masas con dilucion de
isétopos.

En un aspecto ejemplar, la concentracion de antigeno se determina utilizando AAA. EI AAA se refiere al procedimiento
utilizado para determinar la composicién de aminoacidos y/o cuantificar la concentracion de antigeno en una
composicion basada en el peso molecular del antigeno y los aminoacidos. El AAA se lleva a cabo utilizando técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la técnica. El AAA es una herramienta adecuada para la determinacion
precisa de cantidades de proteinas, pero también proporciona informacién detallada sobre la composicién relativa de
aminoacidos y aminoacidos libres. Véase Amino Acid Analysis Protocols: Methods in Molecular Biology. Volumen 159
(editado por Cooper y col., © 2001 Humana Press Inc., Totawa, NJ). La composicion relativa de aminoacidos
proporciona un perfil caracteristico para las proteinas, que a menudo es suficiente para la identificacion de una
proteina. A menudo se utiliza como soporte de decision para la eleccion de proteasas para la fragmentacion de
proteinas.

Normalmente, el AAA incluye hidrdlisis y, luego, separacion, deteccion y cuantificacion. La hidrdlisis o "hidrolisis acida"
se logra normalmente mediante condiciones acidas. Por ejemplo, un procedimiento estandar es la hidrélisis con acido
clorhidrico 6 M (24 horas, 110 °C). Este procedimiento estandar es un compromiso entre el requisito de tiempo y la
temperatura y se puede modificar por un experto en la técnica. En aspectos ejemplares, se lleva a cabo un estudio del
tiempo de hidrdlisis para determinar el tiempo 6ptimo de hidrélisis para HA. El tiempo de hidrdlisis se puede optimizar,
sin embargo, para cada antigeno individual que se cuantifica de acuerdo con los procedimientos de la divulgacion. Los
procedimientos para el AAA son bien conocidos en la técnica y los productos para el AAA estan disponibles
comercialmente (kit AccQ Tag (Waters, N.° WAT052880) y Sigma-Aldrich). En algunas realizaciones, se utilizan
columnas de HPLC Zorbax Eclipse AAA. Un experto en la técnica es consciente de diversos procedimientos para
llevar a cabo el AAA. Los procedimientos especificos del AAA se describen con mas detalle en el presente documento
en los Ejemplos.

Basandose en la secuencia conocida para un antigeno particular, se calcula el niumero tedrico de aminoacidos por
molécula de antigeno y, posteriormente, la cantidad molar de antigeno por inyeccion. La masa molecular de antigeno
calculada o medida y los factores de dilucion aplicados durante la preparacion de la muestra permiten el calculo de la
concentracion de antigeno en la muestra, expresada como ug de antigeno por ml de muestra.

En un aspecto ejemplar, a continuacién se proporciona en el presente documento una féormula para calcular la
concentracion de HA.

NHAT = Naa/Xaa

NHAT cantidad molar nHA1 de hemaglutinina HA1 [umol]
Naa cantidad molar de aminoacido individual (resultado del analisis de aminoacidos) [umol]
XAA Numero de aminoacidos individuales por molécula de hemaglutinina HA1
NHA1 = NHA
NHA cantidad molar de hemaglutinina [umol]

MHA = NHA* MAA

NHA cantidad molar de hemaglutinina [umol]
mua masa de HA [ug]
Mua Masa molecular de hemaglutinina (calculada o determinada) [ug*umol-']
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CHA = mHA*DFNi

CHaA concentracion de hemaglutinina [ug/ml]
DF factor de dilucion
V; volumen de inyeccion [ml]

En una realizaciéon ejemplar de la divulgacion, la cuantificacion de HA se basa en el area maxima de HA1, que esta
bien separada de los otros componentes de la vacuna. La aplicabilidad de la presente divulgacion se ha demostrado
para diferentes subtipos de gripe A, que incluyen, pero sin limitacion, H1IN1, H3N2, H5N1, HON2, y gripe B, lo que
sugiere que los procedimientos desvelados en el presente documento se pueden aplicar ampliamente para diferentes
antigenos de HA. La divulgacion se ha descrito en detalle para HA de la gripe, pero no debe limitarse al uso de HA de
la gripe solo. La divulgacion también es aplicable para los antigenos HA de otros virus y para la separacion y
cuantificacion de otros antigenos o subtipos de antigenos.

Los procedimientos para determinar la concentracién de antigeno en una composicion de vacuna descrita en el
presente documento miden la concentracion de antigeno con una RSD de menos de aproximadamente un 5 %, menos
de aproximadamente un 4 %, menos de aproximadamente un 3 %, menos de aproximadamente un 2,9 %, menos de
aproximadamente un 2,8 %, menos de aproximadamente un 2,7 %, menos de aproximadamente un 2,6 %, menos de
aproximadamente un 2,5 %, menos de aproximadamente un 2,4 %, menos de aproximadamente un 2,3 %, menos de
aproximadamente un 2,2 %, menos de aproximadamente un 2,1 %, menos de aproximadamente un 2,0 %, menos de
aproximadamente un 1,9 %, menos de aproximadamente un 1,8 %, menos de aproximadamente un 1,7 %, menos de
aproximadamente un 1,6 %, menos de aproximadamente un 1,5 %, menos de aproximadamente un 1,4 %, menos de
aproximadamente un 1,3 %, menos de aproximadamente un 1,2 %, menos de aproximadamente un 1,1 % y menos
de aproximadamente un 1,0 %. En aspectos ejemplares, los procedimientos descritos en el presente documento miden
la concentracion de antigeno con una RSD de aproximadamente el 2,2 % y aproximadamente el 1,3 %, dependiendo
de la concentracion de antigeno.

Los Ejemplos que no se encuentran comprendidos en el ambito de las reivindicaciones son solo a fines ilustrativos.

Ejemplos

Los aspectos y detalles adicionales de la divulgacion seran evidentes a partir de los siguientes ejemplos, que pretenden
ser ilustrativos en lugar de limitativos.

Ejemplo 1:

DESARROLLO Y OPTIMIZACION DE UN PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO Y LA CUANTIFICACION DE
LA HA EN UNA VACUNA

El objeto de los experimentos descritos en el presente documento fue desarrollar un nuevo procedimiento de HPLC
para medir el contenido total de HA de las preparaciones de vacuna de la gripe A/California/07/2009 (H1N1) basado
en la medicion de HA (es decir, HA1) cuando no hay reactivos patrén disponibles de la OMS o en otro lugar.

Se evaluaron los siguientes lotes de nuevos productos de la gripe A/California/07/2009 (H1N1):

Tabla 1: Articulos de prueba y referencia

Muestra Observaciones | Contenido de proteinas
(pg/mi)
1 Lote a pequenia 149
escala
2 Lote a gran escala 530
3 Lote a gran escala 373

Cuantificacién de HA mediante HPLC de fase inversa

Las condiciones de preparacion de la muestra se optimizaron de la siguiente manera. Las muestras sin diluir o las
muestras diluidas con agua desionizada se mezclaron con el mismo volumen de tampon reductor (clorhidrato de
guanidina 6 M, Tris/HCI 266 mM, EDTA 1mM, pH 8,3 y ditiotreitol 40 mM). Las mezclas se incubaron a 85 °C durante
una hora, seguido de la adicién de acido fosforico al 8,5 % al 10 % (v/v) para detener la reaccion y evitar la reaccion
inversa, la formacion de enlaces disulfuro a partir de cisteinas libres. Las muestras se centrifugaron a 18.407 g durante
10 minutos para eliminar cualquier material particulado. Se utilizaron condiciones de HPLC idénticas.

Se utilizé un sistema de HPLC Agilent equipado con una bomba cuaternaria y un detector de matriz de diodos. Las
proteinas se separaron mediante HPLC de fase inversa en una columna Jupiter 5y C4 (150 x 2 mm) usando el
siguiente gradiente:
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Eluyente A: acido trifluoroacético al 0,1 % en agua
Eluyente B: acido trifluoroacético al 0,085 % en acetonitrilo
Eluyente C: metanol

Las muestras y los patrones se inyectaron mediante un procedimiento separado con una elucion isocratica de eluyente
B al 20 % a una velocidad de flujo de 0,4 ml/min durante 10 minutos. Esto fue seguido por el procedimiento para la
elucion de las proteinas:

Tabla 2: Gradiente para analisis de HPLC

Tiempo Eluyxente Eluygente Eluygente Caudal
0 min 80 % 20 % 0 %
15 min 58 % 42 % 0 %
20 min 0% 100 % 0 %
0,4 ml/min
21 min 0% 0% 100 %
24 min 0% 0% 100 %
25 min 80 % 20 % 0 %
40 min parada

Las proteinas eluidas se detectaron utilizando absorcion UV a 214 nm. HA1 se cuantifico y se expresé como ug de HA
por ml de muestra. Debido a la ausencia de un patrén adecuado, inicialmente solo se informoé el area. Esto fue seguido
por la cuantificacion de HA1 eluido mediante andlisis de aminoacidos para la muestra 2. La preparacion de muestra
de volumen monovalente (MVB, de sus siglas en inglés) (muestra 1) se usé como preparacion de referencia para una
calibracion adicional de los analisis de HPLC.

Analisis de aminoacidos

La hidrdlisis acida de la proteina se llevé a cabo en ampollas de vidrio. Se afiadié 2 nmol de acido 2-L-amino butirico
a cada ampolla como patron interno y las fracciones de HPLC se recogieron directamente en las ampollas. Las
fracciones recogidas se secaron al vacio (SpeedVac, Savant, SVC100H). Las muestras se disolvieron en 300 pl de
acido clorhidrico 6 N/fenol al 0,2 %, se cubrieron con nitrégeno y las ampollas se sellaron por calor. La hidrdlisis acida
se llevé a cabo a 115 °C durante 18 h. Se abrieron las ampollas. Se afiadieron 500 pl de agua desionizada. La solucion
se filtré (0,2 p), se transfirid a viales Eppendorf® y se seco al vacio (SpeedVac, Savant, SVC100H). El analisis de
aminoacidos se llevo a cabo utilizando el kit AccQ Tag (Waters, N.° WAT052880) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las muestras se disolvieron en acido clorhidrico 0,1 N y los aminoacidos se marcaron
utilizando el reactivo de fldor AccQ. El patrén interno (acido a-amino butirico) y el patron de aminoacidos (Agilent, N.°
5061-3330) se trataron de la misma manera.

Se utilizé un sistema de HPLC Waters equipado con una bomba cuaternaria y un detector de fluorescencia (Spectra
Systems FL 2000). Los aminoacidos se separaron mediante HPLC de fase inversa en una columna AccQ Tag C18
(4, 150 x 3,9 mm, Waters, N.° WAT052885) equipada con una columna Sentry Guard (20 x 3,9 mm, Waters, N.°
WAT044380) y precolumna (150 x 2 mm) operado a 37 °C. Se inyectaron 5 pl de muestra y se analiz6 el perfil de
aminoacidos utilizando el siguiente gradiente:

Eluyente A: Agua desionizada

Eluyente B: Acetonitrilo, grado de gradiente

Eluyente C: Concentrado de tampdn AccQ-Tag (Waters, N.° WAT052890) diluido
1:10 en agua desionizada
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Tabla 3: Gradiente para analisis de aminoacidos

Tiempo | Eluyente |Eluyente |Eluyente |Caudal
A B C

0 min 0% 0% 100 %

0,5 min 0% 1% 99 %

18 min 0% 5% 95 %

19 min 0% 9% 91 % 1 ml/min
29,5 min 0% 17 % 83 %

33 min 40 % 60 % 0 %

36 min 0% 0% 100 %

60 min parada

Los aminoacidos marcados con fluorescencia de elucion se detectaron utilizando deteccion por fluorescencia con
excitacion a 250 nm y emision a 394 nm. La calibracion se llevé a cabo utilizando un patrén externo (Agilent, N.° 5061-
3330) y se corrigio utilizando un patrén interno. Los datos se procesaron adicionalmente para leucina, valina, lisina y
fenilalanina, ya que estos son los aminoacidos mas estables en condiciones de hidrdlisis acida.

Basado en la secuencia conocida para HA de la gripe A/California/07/2009 (H1N1) (N.° de referencia de GenBank
ACQ55359.1), se calculd el numero tedrico de aminoacidos por molécula de HA1 y, posteriormente, la cantidad molar
de HA por inyeccion. La masa molecular de HA calculada o medida y los factores de dilucion aplicados durante la
preparacion de la muestra permitieron el calculo de la concentracion de HA en la muestra, expresada como ug de HA
por ml de muestra.

SDS-PAGE

Las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio y poliacrilamida (SDS-PAGE)
seguido de tincién con azul de Coomassie. Las muestras de volumen monovalentes se analizaron en condiciones
reductoras y no reductoras y se compararon con HA1 reducida aislada mediante HPLC. Después de la electroforesis,
el gel se tifd durante 2 horas con la solucion de Coomassie lista para usar (GelCode® Blue Stain Reagent, Pierce, n.°
de cat. 24590). El gel se decoloré con 2-3 cambios de agua desionizada y se mantuvo en agua desionizada durante
la noche antes de escanear la imagen. El SDS-gel se escaned con el programa GelData proporcionado por el
fabricante del densitémetro Image Scanner Il (GE Healthcare). Se utilizé el software Image Quant TL (Amersham
Bioscience) para identificar las bandas y obtener la densidad 6ptica de la absorcion. Los limites de las bandas se
establecieron manualmente.

MALDI/TOF

Para los analisis de plazos de desorcidn/ionizacion con laser asistido por matriz (MALDI/TOF), las proteinas se
purificaron utilizando HPLC mediante el procedimiento descrito anteriormente. La fracciéon de HPLC liofilizada se
disolvié en 5 pl de acetonitrilo al 50 %, acido férmico al 0,5 % en agua y se mezcl6 con solucion de matriz (10 mg/ml
de acido sinapinico en acetonitrilo al 50 % y acido férmico al 0,5 % en agua). Se depositd 1 pl sobre una diana
MALDI/TOF y se sec6 a temperatura ambiente. Los espectros se adquirieron en un Applied Biosystems 4800 MALDI
TOF/TOF utilizando el detector de placas de multiples canales estandar o un detector de masa alta CovalX HM1.

Los espectros se analizaron utilizando el paquete de software provisto (Data Explorer 4.9, Applied Biosystems). La
masa molecular se calculé como una media de al menos 10 espectros adquiridos con calibraciéon externa realizada
con albumina de suero bovino.

Identificacion de méaximos mediante LC-MS/MS

Los maximos de HPLC se recogieron manualmente y se liofilizaron en un SpeedVac. Los liofilizados se disolvieron en
tampon de reconstitucion (urea 8M, bicarbonato de amonio 100 mM, pH 8,4), se diluyeron a una concentracion final
de urea 0,9 M mediante la adicion de bicarbonato de amonio 100 mM, pH 8,4 y se digirieron con tripsina.

Para la digestion con tripsina en gel, se hicieron cortes de gel de los geles de SDS-PAGE vy se lavaron repetidamente
con acetonitrilo seguido de bicarbonato de amonio 100 mM, pH 8,4 y nuevamente acetonitrilo. Como ultimo paso, los
cortes de gel se trataron con acetonitrilo y se liofilizaron en un SpeedVac durante 1 h. Los cortes de gel se rehidrataron
utilizando una solucién de tripsina (12,5 ng/pl) y se digirieron durante la noche. Se recuperaron los péptidos del
sobrenadante.

Los péptidos generados se separaron en una HPLC capilar Agilent 1100 usando una columna Zorbax SB300 C18 5u
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150 x 0,5 mm y se analizaron en linea usando cromatografia liquida-espectrometria de masas con huellas dactilares
de masa peptidica (LC-MS/MS o MS en tandem) en un espectréometro de masas cuadrupolo de trampa lineal (LTQ o
trampa de iones lineal) Orbitrap equipado con una fuente de electropulverizacion. Los péptidos se midieron en una
exploracion precursora en el LTQ Orbitrap con una masa precisa y una resolucion de 60.000. Posteriormente, los
cuatro iones mas intensos se seleccionaron y analizaron utilizando el modo de espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) en el LTQ. Los espectros de MS/MS se procesaron para la identificacion con el software Bioworks 3.3 y se
buscaron en una base de datos creada manualmente que contenia proteina del virus solo de H1N1 (secuencias
recuperadas de gripe Virus Resource, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/Database/request.cgi, 15.06.2009)
o contra la base de datos Uniprot (Version 14.8, 10.02.2009). La cuantificacion relativa se llevé a cabo utilizando la
altura de los maximos en los cromatogramas de iones reconstruidos para los péptidos identificados.

Optimizacién del procedimiento de HPLC

Los experimentos iniciales con H1N1 se llevaron a cabo utilizando el procedimiento de HPLC establecido para la
cuantificacion de HA en otras vacunas contra la gripe. Brevemente, la preparacion de la muestra incluy6 una etapa de
desintegracion del virus a 37 °C durante 1 h seguido de alquilacién con 4-vinilpiridina. Utilizando este procedimiento
de preparacion de muestras, se aisl6 HA1 mediante fraccionamiento del maximo de HPLC de la muestra 2 y se
cuantific6 usando analisis de aminoacidos. Como media de una determinacion de seis veces del analisis de
aminoacidos, se obtuvo un valor de 62,2 pg/ml de HA en la muestra 1. Se us6 SDS-PAGE para estimar la recuperacion
de HA1 de la muestra. Los geles se tifieron con Coomassie y se evaluaron mediante exploracion densitométrica. Los
resultados indicaron que la HA1 aislada que migra a 53 kDa tenia solo aproximadamente el 13 % de la intensidad de
la banda correspondiente en la muestra 1. Se utilizaron analisis de LC-MS/MS para determinar la pureza de esta banda
en la muestra 1. Estos analisis proporcionaron un contenido de HA1 en esta banda de aproximadamente el 25 % (n =
6), mientras que el contenido principal fue nucleoproteina. En conjunto, los resultados mostraron que la recuperacion
de HA1 fue solo de aproximadamente el 50 %. Debido a la baja recuperacion de HA1, se llevo a cabo una optimizacion
adicional de la preparacion de la muestra.

Las temperaturas de incubacion durante la etapa de desintegracion del virus fueron variadas y se encontraron valores
mas altos de recuperacion para temperaturas a aproximadamente 80 °C. Otros experimentos incluyeron la
optimizacion de la temperatura de incubacion para la desintegracion del virus entre 37 °C y 90 °C y la optimizacién de
los tiempos de incubacion entre 30 min y 4 h. Ademas, como alternativa para la etapa de alquilacion, se investigo la
acidificacion con acido fosforico al 8,5 %.

Se encontré que las condiciones 6ptimas para la desintegracion del virus, es decir, la solubilizacién, eran
aproximadamente 85 °C durante 1 h seguida de la etapa de alquilacion o de la etapa de acidificacion. Utilizando estas
condiciones optimizadas de preparacion de la muestra, la recuperacion de HA1 se verificé nuevamente mediante SDS-
PAGE. Se determiné que la recuperacion de HA1 estaba entre el 90 y el 120 % en funcién del contenido de HA1 en
la banda correspondiente en la muestra 1 del 25 %.

Ademas de la recuperacion de HA1, se verifico la especificidad para los dos procedimientos optimizados (con y sin
alquilacion). Mediante analisis de LC-MS/MS, se determind que la pureza de la proteina en el maximo de HA1 para el
procedimiento con alquilacion con 4-vinilpiridina era del 87 %. En cambio, si se utilizd la acidificacion con acido fosforico
en lugar de la alquilacién para evitar la reaccion inversa de las cisteinas libres, la pureza de la proteina en el maximo
de HA1 mejoré al 96 %.

Establecimiento de una preparacién de referencia
Alineacion de secuencias

Las secuencias con los siguientes numeros de referencia se recuperaron de Genbank: (1) HA, virus de la gripe A
(A/California/07/2009 (H1N1)): ACQ55359.1; y (2) HA, virus de la gripe A (Allslas Salomén/03/2006(H1N1)),
ABU50586.1. Las secuencias de proteinas se alinearon utilizando ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) con la
configuracion predeterminada.

De acuerdo con la homologia de alineamiento de secuencias de HA del virus de la gripe A (A/California/07/2009 (H
1N1)) y HA del virus de la gripe A (A/lslas Salomo6n/03/2006 (H1N1)), la homologia de HA es de aproximadamente el
79 % entre estos dos virus. Otras cepas interpandémicas muestran una homologia baja comparable con
A/California/07/2009 (H1N1). Esta baja homologia sugiri6 que la calibracion con un antigeno de referencia
interpandémico no era posible en el caso de la cepa pandémica H1N1.

Masa molecular mediante MALDI/TOF

La masa molecular tedrica de la HA del virus de la gripe A (A/California/07/2009 (H1N1)) basada en la secuencia de
aminoacidos (numero de referencia: HA, virus de la gripe A (A/California/07/2009 (H1N1)): ACQ55359.1) es 61424
(HAO, enlaces disulfuro reducidos, comprende HA1 y HA2 que no se escinde proteoliticamente), 36312 para HA1
reducida y 25130 para HA2 reducida. Sin embargo, esto no incluye la modificacion posterior a la traduccion, como la
glicosilacion, especialmente la N-glicosilacion (se observaron 5 sitios posibles de N-glicosilacion en el dominio HA1)
que contribuye considerablemente a la masa de la glucoproteina. La masa molecular del HA1 aislado después de la
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reduccion se midio utilizando MALDI/TOF para que fuera de 45268 + 119 (n = 15), como se midi6 para la muestra 2.
Para la muestra 3, se midié una masa molecular de HA1 de 45229 + 101 (n = 20). Dentro del error del procedimiento,
no hubo diferencia en la masa molecular de HA1 entre estos dos lotes. Los datos de MALDI/TOF fueron respaldados
por los datos de mapeo de péptidos LC-MS en el que los glucopéptidos se analizaron después de la digestion con
tripsina de las proteinas del virus.

Tabla 4: Glucopéptidos identificados mediante el mapeo de péptidos LC-MS en HA1 (numeracion de
aminoacidos excluyendo
el péptido seial)

Aminoacido Secuencia de Isoforma principal Masa molecular

glucosilado consenso (media)

N10 o N11 NNST Tipo complejo, triantenario, nucleo 2135,0
fucosilado

N23 NVT Tipo complejo, biantenario, nucleo 1769,6
fucosilado

N87 NGT Tipo de manosa alta, Man7 1541.,4

N278 NTT Tipo complejo, biantenario 1623,5

N287 NTS Tipo complejo, biantenario 1623,5

Estos resultados de N-glucosilacion demostraron una buena concordancia con la diferencia entre la masa molecular
medida por MALDI/TOF y la masa molecular tedrica. Para el calculo de masa, se utilizé la masa molecular mediante
MALDI/TOF, ya que esta medicién se basa en una media de las diferentes isoformas de N-glucosilacion.

Tabla 5: Glucopéptidos identificados mediante el mapeo de péptidos LC-MS en HA2 (numeracion de
aminoacidos excluyendo
el péptido seial)

Aminoacido
glucosilado

Secuencia de
consenso

Isoforma principal

Masa molecular
(media)

N462

NGT

Tipo complejo, biantenario, nucleo

1769,6

fucosilado

HAZ2 no se pudo aislar y, por lo tanto, la masa molecular no se pudo medir mediante MALDI/TOF. Sin embargo, la N-
glucosilacion podria identificarse mediante el mapeo de péptidos LC-MS (Tabla 5). Para el calculo, se utilizé la masa
molecular tedrica de HA2 (25130) y se afiadio la masa molecular de la N-glucosilacién identificada para producir una
masa de 26900. De acuerdo con estos valores para HA1 y HA2, la masa molecular total de HA, incluida HA1
glucosilada, HA2 glucosilada y 6 enlaces disulfuro es 72156.

Analisis de aminoacidos

El analisis de aminoacidos se llevd a cabo después de la optimizacion de la preparacion de la muestra en paralelo
para dos opciones de preparacion de la muestra (1) incluyendo una etapa de alquilacion con 4-vinilpiridina o (2)
incluyendo una etapa de acidificacion con acido fosforico. La muestra 2 se utilizé como preparacion de referencia para
la calibracién del analisis de HPLC.

La muestra 2 se preparé con una etapa de alquilacion como se describe a continuacion para determinar como afecté
la alquilacién a la purificacion. Para determinar el contenido de HA, el fraccionamiento de HA1 se llevd a cabo con una
etapa de desintegracion a 85 °C durante 1 h y alquilacion con 4-vinilpiridina. Las fracciones de maximos de HPLC de
HA1 se recogieron y se usaron para el analisis de aminoacidos. Los hidrolizados se analizaron por su contenido de
leucina, valina, lisina y fenilalanina. El calculo de la concentracion de HA se llevé a cabo utilizando una masa molecular
determinada por MALDI/TOF. El contenido medio de HA por maximo fue de 4,6414 (n = 8) correspondiente a 93,7 +
3,2 yg/ml de HA. Debido a que se determin6 que la pureza de HA1 era solo del 87 %, el valor de HA se sobreestimé
y, por tanto, la alquilacion no se considerd6 util para un analisis adicional.
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Tabla 6: Datos de aminoacidos basados en la preparaciéon de muestras de la muestra 2 con desintegracion
a85°Cdurante1hy
alquilacion con 4-vinilpiridina

85°C+4VP_|85°C+4VP_|85°C+4VP_|85°C+4VP_|85°C+4VP_|85°C+4VP_
2 3 4 5 6 7
(mg/méaximo) | (mg/méaximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo)
L-Valina 4,47 4,60 4,52 4,71 4,32 4,60
L-Lisina HCL 4,09 4,19 4,23 4,36 3,96 417
L-Leucina 4,61 4,73 4,66 4,88 4,42 4,71
L-Fenilalanina 4,92 5,09 4,98 5,25 4,78 5,04
Media 4,52 4,65 4,60 4,80 4,37 4,63
Desviacion 0,34 0,37 0,31 0,37 0,34 0,36
estandar
% de RSD 7,62 8,00 6,79 7,70 7,72 7,70
El maximo es
igual a XXul 49,50 49,50 49,50 49,50 49,50 49,50
MVB
HA (ug/m1) en 91,35 93,94 92,89 96,93 88,27 93,49
MVB
HA (ug/m1) en
MVB 93,7
Numero 8
DeS\{iacion 3.2
estandar
% de RSD 3,4

La muestra 2 también se preparé con una etapa de acidificacion. Para determinar el contenido de HA de la muestra 2,
se prepararon fracciones que contenian HA1, incluida una etapa de desintegracion a 85 °C durante 1 h y una etapa
de acidificacion con acido fosforico. Las fracciones de maximos de HPLC de HA1 se recogieron y se usaron para el
analisis de aminoacidos. Los hidrolizados se analizaron por su contenido de leucina, valina, lisina y fenilalanina. El
calculo de la concentracion de HA se llevd a cabo como se describe en el presente documento utilizando la masa
molecular determinada mediante MALDI/TOF. El contenido medio de HA por maximo fue de 4,21 ug (n = 8)
correspondiente a 92,7 + 9,0 ug/ml de HA. Este valor se utilizé para una calibracion adicional de la determinacién de
HPLC de HA. El fraccionamiento de HA1 se llevé a cabo para el analisis de aminoacidos.

Tabla 7: Datos de aminoacidos basados en la preparacion de muestras con desintegracion a 85 °C durante

1h y acidificacion
usando acido fosfoérico

Nombre de 85°C+4 |85°C+4VP_3|85°C+4VP_4|85°C+4VP_5|85°C+4VP_6|85°C+4VP_7
la muestra VP_2 (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo)
(mg/maximo)
L-Valina 4,80 4,33 4,26 4,16 3,90 3,81
il 445  |3,94 3,84 3,79 3,56 3,40
L-Leucina 5134 4,68 4,46 4,35 4,07 3,93
L- 4,91 4,69 4,54 4,22 4,06
. . 5,55
Fenilalanina
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(continuacion)

Nombre de 85°C+4 |(85°C+4VP_3|85°C+4VP_4|85°C+4VP_5/85°C+4VP_6|85°C+4VP_7
la muestra VP_2 (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo) | (mg/maximo)
(mg/maximo)
Media 503 4,47 4,31 4,21 3,94 3,80
. 0,42 0,36 0,32 0,29
DES\{IaCIOI’I 0,50 0,28
estandar
% de RSD 10,00 9,51 8,40 7,62 7,21 7,54
El maximo 45,45 45,45 45,45 45,45 45,45
esigual a 45,45
XXl MVB
98,25 94,92 92,63 83,62
HA (ug/m1) ’ ’ ’ ’
en MVB 110,75 86,60
HA (ug/m1)
en MVB 92,7
Numero 8
Desviacion
estandar 9,0
% de RSD 9,7

Procedimiento final

La Tabla 8 resume los principales parametros verificados para el desarrollo de un nuevo procedimiento de preparacion
de muestras. La decision final sobre qué procedimiento utilizar se basé principalmente en la especificidad utilizando
LC-MSMS, en el que el procedimiento que comprende la alquilaciéon con 4-vinil piridina mostré una especificidad
considerablemente menor. Esta observacion se debié muy probablemente a la posicion de elucion cambiada, ya que
la modificacion aumenta ligeramente la hidrofilicidad. La posicién de elucién cambiada resulté en una diferencia de
proteinas coeluyentes. Se llevaron a cabo perfiles de elucion HA1 para preparaciones de muestras, con o sin
alquilacién. Se determiné que el contenido de HA en una muestra preparada con alquilaciéon con 4-vinilpiridina es
ligeramente mayor, posiblemente debido a una mayor concentracion de proteinas contaminantes.

Tabla 8: Comparacion de los principales parametros de desarrollo del procedimiento para dos
preparaciones de muestra.

Opcion 1 Opcion 2
Reduccion 85°C,1h 85°C,1h
Alquilacién 4-vinilpiridina Sin alquilacion, acidificacion con acido fosférico
Muestra 2 c'i&aAI;‘I‘A mediante 93,7 pg/m1 92,7 pg/m1
EspecificidagArgeEdiante SDS- Banda unica a 53 kDa Banda unica a 53 kDa
Especificidacé'\r?gdiante LC- 87 % 96 %

Recuperacion de HA1 del virus 90-120 %

Para todos los experimentos siguientes, la preparacion de la muestra se llevd a cabo de acuerdo con los
procedimientos optimizados descritos en los experimentos iniciales anteriores.

Procedimiento de calificacion de linealidad

Uno de los criterios clave de un procedimiento analitico es la linealidad, la capacidad (dentro de un cierto intervalo)
para obtener resultados de prueba que son directamente proporcionales a la concentracion (cantidad) de analito en la
muestra. Para probar la linealidad de la respuesta de HPLC dependiente de la concentracion, la muestra 2 se diluy6
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a diferentes concentraciones con agua desionizada y se analizaron las muestras a diferentes concentraciones
mediante RP-HPLC. La concentracion de la preparacion de referencia se determiné mediante analisis de aminoacidos
como se describe anteriormente.

Tabla 9: Cuantificacion de HA con RP HPLC - Linealidad

Nivel Concentra::;c;rllr:;)e proteinas Dia 1 (area) | Dia 2 (area) | Media (area) oésd;
1 23,175 1086,10327 | 1082,69043 | 1093,21676 | 1,95
23,175 1070,05615 | 1112,24597
23,175 1126,27209 | 1081,93262
2 30,9 1390,47998 | 1437,05981 | 1419.27645 | 1,52
30,9 1404,59485 | 1421,58142
30,9 1449,30212 | 1412,64050
3 46,35 2089,53711 | 2053,53540 | 2097,28626 | 1,16
46,35 2113,89282 | 2097,01416
46,35 2108,31055 | 2121,42749
4 92,7 4000,14893 | 4151,25439 | 4074,06832 | 1,26
92,7 4047,75854 | 4102,61670
92,7 4060,75830 | 4081,87305
5 139,1 6025,29395 | 604549121 | 6040,19670 | 0,51
139,1 6011,38965 | 6097,27539
139,1 6042,43066 | 6019,29932
6 185,4 8058,32422 | 8064,66162 | 7986,82243 | 1,96
185,4 8001,92432 | 7980,31494
185,4 8130,56104 | 7685,14844
Tabla 10: Articulos de prueba y referencia, Muestra 2
Nivel | Dilucién Volumen aﬁ)lnyeccwn Concentraciéon d;%r;tael:rt]:mﬂml) determinada
1 1:4 100 23,175
2 1:3 100 30,9
3 1:2 100 46,35
4 No 100 92,7
5 No 150 139,05
6 No 200 185,4

Una curva de calibracién de los datos mostré una buena linealidad en el intervalo de concentracion de proteinas entre
23,175 pg/mly 185,4 ug/ml. La Tabla 11 muestra los restos calculados. Cada valor calculado individual se encuentra
dentro de + el 5 % del valor tedrico.
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Tabla 11: Restos de la curva de calibraciéon

Nivel Concentracion de Area medida Concentracion de Restos Restos [%]
proteinas [pug/ml] [mAUXx*s] proteinas medida [ug/ml] [ng/mli]

23,175 1086,10327 22,80 -,038 -1,63
23,175 1070,05615 22,42 -,075 -3,25
23,175 1126,27209 23,74 0,57 2,45
23,175 1082,69043 22,72 -0,46 -1,97
23,175 1112,24597 23,41 0,24 1,03
23,175 1081,93262 22,70 -0,47 -2,05
30,9 1390,47998 29,96 -0,94 -3,06
30,9 1404,59485 30,29 -0,61 -1,98
30,9 1449,30212 31,34 0,44 1,42
30,9 1437,05981 31,05 0,15 0,49
30,9 1421,58142 30,69 -0,21 -0,69
30,9 1412,64050 30,48 -0,42 -1,37
46,35 2089,53711 46,39 0,04 0,09
46,35 2113,89282 46,97 0,62 1,33
46,35 2108,31055 46,83 0,48 1,04
46,35 2053,53540 45,55 -0,80 -1,73
46,35 2097,01416 46,57 0,22 0,47
46,35 2121,42749 47,14 0,79 1,71
92,7 4000,14893 91,32 -1,38 -1,49
92,7 4047,75854 92,44 -0,26 -0,28
92,7 4060,75830 92,74 0,04 0,05
92,7 4151,25439 94,87 2,17 2,34
92,7 4102,61670 93,73 1,03 1,11
92,7 4081,87305 93,24 0,54 0,58
5 139,05 6025,29395 138,94 -0,11 -0,08
139,05 6011,38965 138,61 -0,44 -0,32
139,05 6042,43066 139,34 0,29 0,21
139,05 6045,49121 139,41 0,36 0,26
139,05 6097,27539 140,63 1,58 1,13
139,05 6019,29932 138,79 -0,26 -0,18
185,4 8058,32422 186,74 1,34 0,72
185,4 8001,92432 185,41 0,01 0,01
185,4 8130,56104 188,44 3,04 1,64
185,4 8064,66162 186,89 1,49 0,80
185,4 7980,31494 184,90 -0,50 -0,27
185,4 7685,14844 177,96 -7,44 -4,01
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Especificidad

Un requisito previo importante para la especificidad es que el maximo de HPLC para HA1 muestre una pureza
suficiente. EI maximo aislado de HA1 se comprobé mediante SDS-PAGE. Usando SDS-PAGE con tincién de
Coomassie, el HA1 aislado migra como una sola banda. Esta banda HA1 se analizé adicionalmente mediante una
digestion en gel y analisis LC-MS/MS para la identificacion de proteinas en la banda. Esta banda contenia
exclusivamente HA1. Una forma mas sensible de analizar las proteinas en el maximo de HA1 fue realizar la digestion
directamente en la fraccién recolectada después de la liofilizacion.

Para todos los péptidos identificados, se midio6 la altura del maximo en el cromatograma de iones reconstruido para
estimar la pureza de las proteinas contenidas. Como diferentes péptidos tienen diferentes eficacias de ionizacién, este
procedimiento se utiliz6 como una estimacion de qué proteinas eran detectables y una cuantificacion relativa
aproximada.

Tabla 12: Pureza del maximo 1 y el maximo 2 aislado del maximo doble de HA1

N.° Referencia P(pro)! | Puntuaci | Suma de altura de maximos % de
6n? de todos los péptidos altura
identificados
1 HA del virus de la gripe A 1.09E-09 130,15 55264118 96,39
(A/California/07/2009 (H1N1))

2 Actina de la célula hospedadora 1.17E-07 56,17 1226697 2,14
relacionada

3 Cofilin-1 de la célula hospedadora 2.33E-11 50,20 477875 0,83
relacionada

4 Proteina de la nucleocapside del 9.24E-07 20,14 365744 0,64

virus de la gripe A

Suma 57334434 100,00

' P (pro) es la probabilidad de que coincida la proteina (cuanto mas bajo sea el valor, mejor sera la coincidencia)
2 es un parametro para la calidad de la busqueda SEQUEST (cuanto mas alto sea el valor, mejor sera la

coincidencia)

Como puede verse en la Tabla 12, el maximo de HA1 contiene > 96 % de HA1. Las impurezas menores se identificaron
como nucleoproteinas y proteinas de células hospedadoras (actina y cofilina-1).

Precision

Para mostrar la precision del procedimiento para determinar el contenido de HA en la muestra 2, se llevaron a cabo
un total de 12 determinaciones del contenido de HA en dos dias (6 en cada dia) a dos concentraciones, 23,175 ug/ml
y 92,7 pg/ml. La precision intradia fue de 2,96 % y 1,77 % para la concentracion mas baja y de 0,81 % y 0,89 % para
las muestras de mayor concentracion. La desviacion estandar relativa (RSD) fue de 2,19 % para la muestra de menor
concentracién y de 1,30 % para la muestra de mayor concentracion.

Tabla 13: Cuantificacion de HA de la muestra 2 diluida 1:4 con agua desionizada, precision a

23,175 pg/ml
Repeticion Dia 1 [ug/ml] Dia 2 [ug/ml] Todos los datos

[ng/mi]

1 22,80 22,72

2 22,42 23,41

3 23,74 22,70
Media 22,99 22,94 22,97
RSD 2,96 % 1,77 % 2,19 %
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Tabla 14: Cuantificacion de HA de la muestra 2, precision a

92,7 pg/ml
Repeticion Dia 1 [ug/ml] | Dia 2][pg/ml] Todos los
datos [ug/ml]
1 91,32 94,87
2 92,44 93,73
3 92,74 93,24
Media 92,17 93,95 93,06
RSD 0,81 % 0,89 % 1,30 %
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para aislar un antigeno de proteina viral de una composicién de vacuna que comprende virus,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) solubilizar el antigeno en la composiciéon de vacuna mediante reduccion sin un detergente y sin un agente
alquilante, en el que la reduccién comprende una temperatura de incubacién de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 90 °C;

(b) acidificacion del antigeno para evitar la formacion de enlaces disulfuro entre los subtipos de antigenos
separados; y

(c) aislar el antigeno o un subtipo de antigeno mediante fraccionamiento.

2. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la etapa de solubilizacion comprende adicionalmente la
desnaturalizacién con un agente caotropico.

3. Un procedimiento para cuantificar el antigeno de proteina viral o subtipo de antigeno en una composiciéon de vacuna
que comprende virus, comprendiendo el procedimiento el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
2 con una etapa adicional de cuantificacion del antigeno o subtipo de antigeno.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la etapa de cuantificacion se lleva a cabo sin utilizar un patrén de
antigeno.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que la etapa de cuantificacion comprende cuantificar el antigeno
mediante analisis de aminoacidos.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la reducciéon comprende un tiempo de
incubacién de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 20 horas, de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 2 horas o aproximadamente 1 hora.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que el agente caotrépico es clorhidrato de
guanidina, urea, tiourea, litio, perclorato o tiocianato.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la acidificacion se lleva a cabo con acido
fosférico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido trifluoroacético, acido pentafluoropropiénico, acido heptafluorobutirico
o acido férmico.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el fraccionamiento se lleva a cabo mediante
cromatografia.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el antigeno es hemaglutinina (HA).

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que la composiciéon de vacuna es una
composicion de vacuna del virus de la gripe.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el subtipo de antigeno es uno cualquiera
de la gripe A HA1, HA2, HA3, HA4, HA5, HA6, HA7, HA8, HA9, HA10, HA11, HAI2, HA13, HA14, HA15 y HA16 y la
gripe B HA.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 3-12, en el que el procedimiento cuantifica el contenido
de antigeno con una desviacién estandar relativa (RSD) de menos de aproximadamente el 2,5 %.
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