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DESCRIPCION
Proceso de purificacion de poliovirus a partir de cultivos celulares

La invenciéon se refiere al campo de la produccion de virus. Mas particularmente, se refiere a métodos mejorados
para la purificacion de particulas de poliovirus a partir de una suspension celular.

Antecedentes de la invencion

Los recientes desarrollos en el campo de la produccién de vacunas han creado la necesidad de fabricar a gran
escala. Se necesitan procesos robustos y de alto rendimiento para proporcionar al mundo la cantidad suficiente de
vacunas (recombinantes) para combatir enfermedades infecciosas como la poliomielitis.

Los poliovirus son miembros del género Enterovirus de la familia Picornaviridae. Los poliovirus son pequefios virus
no envueltos con capsides que encierran un genoma de ARN de sentido positivo de una sola hebra. Hay tres tipos
de poliovirus: tipos 1, 2 y 3. Las infecciones de individuos susceptibles a poliovirus pueden provocar una poliomielitis
paralitica. La poliomielitis es altamente contagiosa. Con el tiempo, se han desarrollado dos vacunas contra la polio
diferentes, la vacuna de poliovirus inactivado (IPV) de Salk y la vacuna de poliovirus oral atenuada viva (OPV) de
Sabin. Ambas vacunas son seguras y efectivas. Cada una tiene sus ventajas y desventajas particulares, y ambas
han desempefiado un papel importante en el control de la poliomielitis. Para una revisién sobre poliovirus y vacunas
de la polio, véase, por ejemplo, Kew et al, 2005.

Los sistemas de cultivo y purificacién para producir el material de poliovirus que se puede utilizar en las vacunas, en
particular para IPV, contribuyen en gran medida a los costos relativamente altos.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de obtener sistemas eficientes de cultivo y purificacién para
producir poliovirus para su uso en vacunas, en particular, sigue existiendo una necesidad de procesos de
purificacion para poliovirus con altos rendimientos.

En un proceso tipico de produccion de poliovirus, las células se cultivan en un medio especifico y el poliovirus se
pone posteriormente en contacto con las células para permitir que el virus infecte dichas células y se propague.
Después de la propagacion del poliovirus en dichas células, el virus o sus componentes se recogen del cultivo
celular.

Un proceso de fabricacion preferido de IPV utilizado actualmente utiliza células VERO derivadas de monos
dependientes de anclaje que se cultivan en microtransportadores y se cultivan en medios suplementados con suero.

El virus producido y liberado en el medio de cultivo celular puede separarse de la biomasa celular por métodos
convencionales, tales como filtracion en profundidad o centrifugacién. En tal caso, la filtracion o centrifugacion es el
paso de recoleccion. La recoleccion filtrada se ultrafiltra normalmente para concentrar la suspension viral vy,
posteriormente, el poliovirus se puede purificar, por ejemplo, utilizando filtracion en gel y/o cromatografia de
intercambio idnico. Los métodos para recoger y purificar poliovirus o componentes virales, y la produccion de
vacunas de los mismos ya se llevan utilizando en la técnica durante décadas, y por lo tanto son bien conocidos y se
han descrito ampliamente, por ejemplo, en Van Wezel et al, 1978; Montagnon et al., 1984; WO 2007/007344 y US
4.525.349, todas incorporadas aqui por referencia. La suspension de virus concentrada resultante puede diluirse
opcionalmente, y para preparar IPV, el poliovirus contenido se inactivara, para lo cual se pueden usar métodos
convencionales.

Las productividades de los procesos de produccion de poliovirus utilizados actualmente no son suficientes para
mejorar los volumenes de produccion de IPV necesarios para erradicar la poliomielitis a escala mundial. Por lo tanto,
hay una limitacion en la capacidad de producciéon global. Ademas, los procesos de produccion utilizados
actualmente, debido a su baja productividad, tienen altos costos de operacion unitarios debido a la gran huella de las
instalaciones y, en consecuencia, un alto consumo de medio y de tampdn, junto con una alta producciéon de
desechos (bioactivos). Ademas de los costos asociados con el proceso de fabricacion de la vacuna, también el
control de lotes de productos y los costos de liberacion se escalan con la productividad, es decir, los lotes de alta
productividad reducen significativamente los costos por dosis de vacuna.

Una forma de mejorar los rendimientos de la produccion de poliovirus es mejorar el proceso de produccion previo.
Los procesos para la produccién de poliovirus con altos rendimientos se han logrado al aumentar la densidad celular
de los cultivos de produccién (véase, por ejemplo, el documento WO 2011/06823), que, sin embargo, pueden
plantear problemas adicionales en el procesamiento posterior. No se han descrito desarrollos para mejorar los
procesos de purificacion de poliovirus hasta ahora para cultivos de densidad baja o alta.

Por lo tanto, existe la necesidad en la industria de mejorar los procesos posteriores para aumentar ain mas los
rendimientos de los procesos de purificacion para el poliovirus.
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Resumen de la invencion

La presente invencidon se refiere a métodos mejorados para purificar particulas de poliovirus a partir de una
recoleccion de células en bruto, y también es adecuada para cosechas con alta densidad celular. En ciertas
realizaciones ejemplares, los métodos de la presente invencion pueden tener, por ejemplo, una productividad global
que oscila entre 15-25; 6-12 y 10-16 dosis de cultivo de virus de IPV/ml, después de la inactivacion con formaldehido
para poliovirus de tipo 1, 2 y 3, respectivamente. Este es un rendimiento volumétrico sustancialmente mayor que los
métodos conocidos hasta ahora. De hecho, Kreeftenberg et al. (2006) estimaron que los rendimientos generales
para los procesos de IPV convencionales basados en la plataforma de células VERO fueron de 0,64, 1,04 y 0,34
dosis/ml de cultivo de virus, en base a 40:8:32 de antigeno D unidades/dosis para el poliovirus de tipo 1-3
respectivamente, y suponiendo una recuperacion global del antigeno D después de la inactivacion del 40%. El
notable aumento significativo en la productividad se traducira en una reduccién eminente de la huella de la
instalacion con la consiguiente reduccion de los costos de fabricacion, al tiempo que se proporciona la capacidad
maxima necesaria para satisfacer la demanda mundial de dosis de IPV.

El procesamiento posterior de las suspensiones de alta densidad celular que utilizan procesos comiunmente
conocidos requeriria de muchos pasos. Un primer paso de filtracion consistiria en un curso de filtracion para eliminar
células enteras, seguido de una serie de filiros de membrana de tamafio mas pequefio para eliminar los residuos
celulares y el material precipitado. Posteriormente, después de un paso de concentracion, se requieren dos 0 mas
pasos de cromatografia selectiva para obtener una suspension de poliovirus suficientemente purificada de acuerdo
con los requisitos reglamentarios (OMS/EP).

En este documento, hemos descubierto y revelado que, directamente después de propagar el poliovirus en un
cultivo celular, la cosecha de cultivo celular cruda obtenida que contiene poliovirus podria tratarse con un detergente,
preferiblemente seleccionado del grupo de detergente catidnico, detergente anidnico, detergente no idnico y
detergente bipolar para mejorar la liberacion de poliovirus en la suspension de cosecha. Los rendimientos de
purificacion global asi obtenidos no tuvieron precedentes. De hecho, en ciertas realizaciones, el proceso de la
presente invencion alcanzé rendimientos de 6-25 dosis de IPV/ml de suspensiéon celular, a diferencia de los
rendimientos de las plataformas basadas en células Vero convencionales, de 0,3-1 dosis de IPV/ml de suspension
celular, obtenidos usando los procesos descritos hasta ahora.

La invencion proporciona un método para purificar poliovirus a partir de una cosecha de cultivo celular en bruto,
comprendiendo dicho método las etapas de: a) afiadir un detergente a la cosecha de cultivo de células en bruto; y b)
clarificar dicha cosecha de cultivo celular que contiene poliovirus para obtener una cosecha clarificada con particulas
de poliovirus.

La invencién también proporciona un método para mejorar la liberacion de poliovirus a partir de una cosecha de
cultivo celular en bruto, comprendiendo dicho método las etapas de: a) anadir un detergente a la cosecha de cultivo
celular en bruto; y b) clarificar dicha cosecha de cultivo celular que contiene poliovirus la para obtener una cosecha
clarificada con particulas de poliovirus.

La etapa de clarificacién da como resultado una cosecha clarificada, que comprende un contenido fuertemente
reducido en el ADN de la célula huésped y los residuos celulares, en comparacion con la cosecha de cultivo celular
en bruto.

Sorprendentemente, después de la clarificacion, una etapa de captura de intercambio catiénico altamente selectiva
seguida de una etapa de pulido basada en separaciéon por tamafo, es decir, la cromatografia de exclusién por
tamanfo o la etapa del proceso de diafiltracion fue capaz de adaptarse a la eliminacion de altos niveles de impurezas
de la proteina de la célula huésped (HCP) de cosechas clarificadas.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un método para purificar poliovirus de una cosecha de
cultivo celular en bruto, comprendiendo dicho método las etapas de: a) agregar un detergente a la cosecha de
cultivo celular en bruto b) clarificar dicho cultivo de células que contiene poliovirus para obtener una cosecha
clarificada con particulas de poliovirus; y c) someter la cosecha clarificada obtenida en el paso b) a un paso de
captura para obtener una suspensién que contiene poliovirus. Preferiblemente, dicha etapa de captura es una etapa
de cromatografia de intercambio cationico.

En una realizacion preferida, el poliovirus obtenido en la etapa c) de los métodos anteriores se separa
adicionalmente de la suspensidon que contiene poliovirus por exclusion de tamafo. Preferiblemente, dicha exclusion
de tamafio se realiza mediante cromatografia de exclusiéon de tamafio.

En una realizacién preferida, la invenciéon también proporciona un método para purificar poliovirus de una cosecha
de cultivo celular en bruto, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de: a) agregar un detergente a la cosecha
de cultivo de células en bruto b) clarificar dicho cultivo de células que contiene poliovirus para obtener una cosecha
clarificada con particulas de poliovirus; c) someter la cosecha clarificada obtenida en la etapa b) a una etapa de
cromatografia de intercambio catidénico para obtener una suspensidon que contiene poliovirus; y d) purificar
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adicionalmente el poliovirus de la suspension que contiene poliovirus mediante cromatografia de exclusion por
tamano.

El detergente usado en la presente invencion se selecciona preferiblemente del grupo de detergentes cationicos,
detergentes anionicos, detergentes no iénicos y detergentes zwitteridnicos. En una realizacién aun mas preferida,
dicho detergente es un detergente cationico, preferiblemente dicho detergente catiénico se selecciona del grupo de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), cloruro de hexadecilpiridinio (CPC), cloruro de bencetonio (BTC) y
bromuro de domifeno (DB). En una realizaciéon mas preferida, dicho detergente es bromuro de domifeno (DB).

En otra realizacion mas, dicho detergente preferido es un detergente anionico. Preferiblemente, dicho detergente
anionico se selecciona del grupo de hidrato de taurodeoxicolato de sodio (STH) y dodecilsulfato de sodio (SDS).

En otra realizacion mas, dicho detergente preferido es un detergente no idnico. Preferiblemente, dicho detergente no
idnico se selecciona del grupo de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton® X-100) y decil-B-D-1-
tiomaltopiranosido (DTP) .

En otra realizacion, dicho detergente preferido es un detergente zwitteridnico. Preferiblemente, dicho detergente
zwitterionico se selecciona del grupo de 3-(N,N-dimetilmistristilamonio)propanosulfonato (SB3-14), 3-[(3-
colamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonato (CHAPS).

La presente invencion también proporciona el uso de un detergente para mejorar la liberacion de poliovirus a partir
de una cosecha de cultivo celular en bruto.

Breve descripcion de las figuras.

Fig. 1 (A, By C). Liberacion de antigeno D de las cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen poliovirus
como resultado del tratamiento con un detergente (bromuro de domifeno). Varias cosechas con distintas densidades
celulares y cada una con una cepa de polio diferente (Mahoney, MEF-1 o Saukett) se trataron con un detergente y
luego se centrifugaron. La concentracién de antigeno D en el sobrenadante se describe como una funcién de la
concentracion de detergente.

Fig. 2 (A, B y C). Precipitacion del ADN de la célula huésped en cultivos de células celulares crudas que contienen
poliovirus como resultado del tratamiento con un detergente (bromuro de domifeno). Varias cosechas con distintas
densidades celulares y cada una con una cepa de polio diferente (Mahoney, MEF-1 o Saukett) se trataron con un
detergente y luego se centrifugaron. La concentracion de ADN de la célula huésped en el sobrenadante se describe
como una funcién de la concentracion de detergente.

Fig. 3. Relacién de la concentracion de antigeno D en sobrenadante/concentracion de antigeno D en crudo, antes y
después del tratamiento con un detergente. Las proporciones se midieron para varias cosechas con distintas
densidades celulares y que contenian diferentes cepas de polio (Mahoney, MEF-1 o Saukett).

Fig. 4. Diagrama de flujo de purificacién de poliovirus.

Fig. 5. Caracterizacion del producto por SDS-PAGE de cepas de poliovirus (A) Mahoney, (B) MEF-1, (C) Saukett. 1 =
Marcador, 2 = Control de idoneidad del sistema, 3 = Eluido CEX, 4 = Eluido SEC.

Fig. 6 (A) Liberacion de antigeno D de cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen poliovirus como
resultado del tratamiento con diferentes detergentes catiénicos; CTAB, CPC y BTC, respectivamente.

Fig. 6 (B) Precipitacion del ADN de la célula huésped en cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen
poliovirus como resultado del tratamiento con diferentes detergentes catidnicos; CTAB, CPC y BTC,
respectivamente.

Fig. 7 (A, B y C). Liberacion de antigeno D de las cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen poliovirus
como resultado del tratamiento con diferentes tipos de detergentes (detergentes anidnicos, zwitteriénicos y no
ionicos).

Fig. 8 (A, B y C). Precipitacion del ADN de la célula huésped en cosechas de cultivos celulares en bruto que
contienen poliovirus como resultado del tratamiento con diferentes tipos de detergentes (detergentes anidnicos,
zwitteridnicos y no iénicos).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos mejorados para purificar particulas de poliovirus de una cosecha de
cultivo celular en bruto que contiene poliovirus. Una cosecha de cultivo celular en bruto como se define en la
presente invencion, se obtiene inmediatamente después del cultivo celular. Se define en bruto porque no se ha
tratado y no se ha clarificado en ninguna forma antes de tratarlo con un detergente. A diferencia del sobrenadante de
una cosecha de cultivo celular, la cosecha de cultivo celular en bruto contiene células y residuos de células junto con
particulas de poliovirus.

En los procesos descritos previamente para la purificacion de poliovirus, por ejemplo, en Henderson et al., una
cosecha clarificada se trata en lugar de una cosecha de cultivo celular en bruto como se describe en la presente
solicitud. La diferencia es que la cosecha en Henderson et al. ya se realizd una etapa de clarificacion en la que la
cosecha se centrifugd para eliminar los residuos celulares. En Henderson, no se agrega un detergente catiénico a
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una cosecha de cultivo celular en bruto, sino que se agrega a una cosecha clarificada, de la cual se eliminaron los
residuos celulares previamente.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, las particulas de poliovirus se purifican a partir de cosechas de
células en bruto de alta densidad celular, dando lugar a altos rendimientos de poliovirus purificado. Estas cosechas
de cultivos celulares en bruto de alta densidad celular se obtienen cultivando células a densidades celulares altas.
Dicho cultivo puede, por ejemplo, realizarse en modo de lote, alimentado por lote o de perfusion. Los métodos para
cultivar células hasta densidades celulares altas son conocidos por los expertos en la materia. Los métodos
especificos para obtener cultivos de alta densidad celular se describen en, p. ej., WO02004/099396,
W02005/095578, W02008/006494.

De acuerdo con la presente invencion, una cosecha de cultivo celular crudo de alta densidad celular contiene entre
aproximadamente 5x108 y 150x108 células/ml, por ejemplo, entre aproximadamente 8x10® y 120x10° células/ml, por
ejemplo, entre aproximadamente 12x10° y 100x10° células/ml, por ejemplo, entre aproximadamente 20x10° y 80x10°
células/m, por ejemplo, entre aproximadamente 10x108 y 60x10° células/ml.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la densidad celular en dicha cosecha de cultivo celular en
bruto varia entre aproximadamente 10x108 y 50x10° células/ml, por ejemplo, al menos aproximadamente 15x10°
células/ml, por ejemplo, al menos aproximadamente 20x108 células/ml, por ejemplo, al menos aproximadamente
25x108, por ejemplo, hasta aproximadamente 30x10® células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 35x108
células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 40x108 células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 45x10°
células/ml.

Sin embargo, los métodos de acuerdo con la presente invencidon también funcionan para cosechas de cultivos
celulares con densidades celulares mas bajas, por ejemplo. entre aproximadamente 0,5x108 y 10x10° células/ml, por
ejemplo, entre aproximadamente 1x10°® y 5x108 células/ml.

Normalmente, los cultivos celulares se infectan con particulas de poliovirus para permitir que dicho poliovirus se
propague en las células. A continuacién, se obtienen cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen altas
concentraciones de poliovirus, en un solo bioreactor. Los métodos para infectar cultivos celulares son conocidos por
los expertos en la materia. Los métodos especificos para obtener cultivos de alta densidad celular con alta
concentracion de virus se describen en, por ejemplo, WO2011/006823. Esta referencia describe los procesos para la
produccién de grandes cantidades de poliovirus recombinante. Estos procesos se basan en la capacidad de infectar
cultivos con alta densidad celular y la preservacion de una alta productividad de poliovirus por célula. A continuacion,
ofrece un método para obtener una cosecha de cultivo celular crudo de alta densidad celular con altas
concentraciones de poliovirus, en un solo bioreactor. Los rendimientos tipicos de los procesos actuales para
poliovirus de tipo salvaje recombinante, infectados a una densidad celular de, por ejemplo, 12,5 millones/ml y
cosechadas 22-24 h después de la infeccion estan en el rango de 5,0x10° a 3,2x10'° DICT50/ml.

Una vez que los poliovirus se han propagado en el cultivo celular, matando a la mayoria de las células (lisis), las
particulas de poliovirus se purifican, de acuerdo con la presente invencion, de la cosecha de cultivo celular en bruto.

Los procesos descritos actualmente para la produccion de poliovirus dependen completamente de la liberacion
autdloga de poliovirus de las células al medio de cultivo, que es un proceso muy eficiente para los poliovirus.
Sorprendentemente, los inventores actuales encontraron que se podria obtener un aumento significativo del
rendimiento cuando el cultivo celular (que ya contenia poliovirus liberado, residuos celulares, ADN de la célula
huésped y proteinas de la célula huésped) se traté con un detergente, preferiblemente seleccionado del grupo de
detergentes catidnicos, detergentes anionicos, detergentes no idnicos y detergentes zwitterionicos. Ademas, este
paso dio como resultado una cosecha mucho mas limpia y clarificada con ADN y proteinas de la célula huésped muy
reducidos.

Ensayos utilizados para cuantificar el ADN de la célula huésped, las proteinas de la célula huésped y las particulas
de poliovirus durante el proceso.

El ADN de la célula huésped residual se puede determinar mediante PCR cuantitativa en tiempo real, utilizando PCR
cuantitativa en tiempo real con la sonda Tagman. Los cebadores y la sonda estan disefiados para ADN ribosomal
18S. Las cantidades de ADN de muestra se determinan por comparacion con una curva estandar de ADN de
cantidad conocida que se prepara a partir del ADN de la célula productora. La muestra de ADN de curva estandar se
digiere con la enzima de restriccién Apa | para imitar al ADN cortado y parcialmente degradado.

El ADN de las muestras se aisla mediante tratamiento con &cido desoxicdlico y Proteinasa K. Las reacciones de
PCR en tiempo real se llevan a cabo utilizando un sistema de PCR en tiempo real rapido (ABI Prism 7500). Las
cantidades de ADN se derivan de mediciones duplicadas de muestras.

La concentracion de proteinas de la célula huésped residual (HCP) se determind en un kit de ensayo de
inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) disponible en el mercado (Cygnus Technologies, F530), especifico para las
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HCP. Las concentraciones se determinaron en referencia a las muestras de curva estandar incluidas en el kit. El
rango del ensayo es de 25-200 ng/ml.

Las vacunas contra la poliomielitis se basan en virus vivos o virus inactivados. Contienen el antigeno D del
poliovirus, que es el antigeno protector importante. Los rendimientos de virus se pueden medir mediante técnicas
estandar de titulacion de virus, mientras que la determinacién de la concentracion de antigeno D para las cepas de
poliovirus Mahoney, MEF-1 y Saukett como una medida de la potencia se puede realizar mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado al antigeno D (ELISA). El ensayo se basa en la unién del antigeno D a los anticuerpos
especificos de serotipo a los que se agrega el reactivo de peroxidasa de la mezcla. La actividad de la peroxidasa se
cuantifica entonces por densidad optica. Las concentraciones de antigeno D se determinan en referencia al estandar
internacional de IPV de la Direccidon Europea para la Calidad de los Medicamentos y la Atencién Médica (EDQM),
ver Fuchs et al. El rango de ensayo es 40-160 UD/m| para Mahoney, 8-32 UD/ml para MEF-1 y 32-128 UD/ml para
Saukett.

La inmunogenicidad se puede determinar, por ejemplo, mediante pruebas in vivo en animales. La potencia se puede
determinar utilizando el ELISA de antigeno D y mediante un ensayo de cultivo celular neutralizante de poliovirus en
sueros de ratas previamente inmunizadas.

Aumento de la liberacion de antigeno D y precipitacién selectiva del ADN de la célula huésped.

Se encontré que la adicion de un detergente a un cultivo celular crudo que contenia poliovirus resultd en un aumento
sustancial de la concentracién de antigeno D en la fase liquida de la cosecha. Al mismo tiempo hace que el ADN de
la célula huésped se precipite. Como se ejemplifica en el presente documento, esta etapa de precipitacion dio como
resultado un aumento de aproximadamente el 100% en la liberacion de antigeno D de la recolecciéon de células en
bruto en la fase liquida y dio como resultado una reduccion en el ADN de la célula huésped de aproximadamente al
menos 5 log 10 después de la clarificacion.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método adecuado para purificar particulas de poliovirus de una
cosecha de cultivo celular en bruto y también es adecuado para una cosecha de un cultivo con una alta densidad
celular. Los detergentes que pueden ser utiles en la practica de la presente invenciéon incluyen, entre otros,
detergentes cationicos, detergentes anionicos, detergentes no iénicos y detergentes zwitteridnicos.

En una realizaciéon preferida, los detergentes que pueden ser Utiles en la practica de la presente invencidén son
detergentes cationicos que incluyen, pero no se limitan a, copolimeros de amina, compuestos de amonio cuaternario
tales como, por ejemplo, bromuro de domifeno (DB), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), cloruro de
hexadecilpiridinio (CPC) y cloruro de bencetonio (BTC), y cualquier mezcla correspondiente de los mismos. Mas
especificamente, las muchas formas de polietilenimina (PEI) han demostrado ser muy efectivas en la neutralizacién
del exceso de carga anionica (impurezas de ADN). Los detergentes catiénicos apropiados para uso en la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a las siguientes clases y ejemplos de productos disponibles comercialmente:
sales de monoalquiltrimetilamonio (ejemplos de productos disponibles comercialmente incluyen cloruro o bromuro de
cetiltrimetilamonio como CTAB, bromuro o cloruro de tetradeciltrimetilamonio (TTA), cloruro de alquiltrimetilamonio,
cloruro de alquilariltrimetilamonio, bromuro o cloruro de dodeciltrimetilamonio, bromuro de dodecildimetil-2-
fenoxietilamonio; hexadecilamina: sal de cloruro o bromuro, dodecilamina o sal de cloruro y bromuro o cloruro de
cetildimetiletilamonio), sales de monoalquildimetilbencil amonio (los ejemplos incluyen cloruros de
alquildimetilbencilamonio y cloruro de bencetonio como BTC), sales de dialquildimetii amonio (los productos
comerciales incluyen bromuro de domifeno (DB), haluros de didecildimetii amonio y cloruro o bromuro de
octildodecildimetil amonio), sales de amonio heteroaromatico (los productos comerciales incluyen haluros de
cetilpiridio (CPC o sal de bromuro y bromuro o cloruro de hexadecilpiridinio), isémero cis 1-[3-cloroalil] -3,5,7-triaza-
1-azoniaadamantano, bromuro de alquil-isoquinolinio y cloruro de alquildimetilnaftil-metil-amonio (BTC 1110), sales
de amonio cuaternario polisustituidas, (los productos disponibles comercialmente incluyen, pero no estan limitados a
sacarinato de alquildimetilbencil amonio y ciclohexilsulfamato de alquildimetil etilbencil amonio), sales de bis-amonio
cuaternario (los ejemplos de productos incluyen 1,10-bis(cloruro de 2-metil-4-aminoquinolinio)-decano, 1,6-bis{1-
metil-3-(cloruro de 2,2,6-trimetil-ciclohexil)-propildimetil-amoniolhexano o cloruro de triclobisonio, y el bis-cuat
denominado CDQ por Buckman Brochures), y sales de amonio cuaternario poliméricas (incluye polionenos tales
como poli[dicloruro de oxietilen(dimetiliminio)etilen(dimetiliminio)etileno], dicloruro de poli[N-3-dimetilamonio)propil]N-
[3-etilenoxietilendimetilamonio)propil]urea, y alfa-4-[cloruro de 1-tris (2-hidroxietil)amonio).

El experto en la materia entendera que estos son ejemplos de detergentes catidnicos y, basandose en la descripcion
de la presente invencion, esta claro que estos también seran adecuados en la presente invencion.

En una realizacién aun mas preferida, en la presente invencion se usan sales de dialquildimetilamonio tales como
bromuro de domifeno (DB). Aunque se puede usar un gran numero de detergentes catidnicos potenciales para
practicar la presente invencion, el bromuro de domifeno es de particular interés debido principalmente a su
disponibilidad como materia prima de calidad GMP y su uso actual en otros productos destinados al uso humano.
Mas especificamente, dado que el bromuro de domifeno se usa ampliamente como ingrediente activo en productos
de higiene oral, asi como en cremas antibidticas topicas, esta molécula se produce en grandes cantidades y se
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libera en condiciones de cGMP.

En otra realizacion preferida, los detergentes que pueden ser utiles en la practica de la presente invencion son
detergentes aniénicos que incluyen, pero no se limitan a, sulfonatos de alquilo tales como hidrato de
taurodeoxicolato de sodio (STH), sal sodica del acido 1-octanosulfénico, 1-decanosulfonato de sodio, 1-
heptanosulfonato de sodio y hexanosulfonato de sodio; y alquilsulfatos tales como dodecil sulfato de sodio (SDS),
dodecil sulfato de litio y octil sulfato de sodio; y cualquier mezcla correspondiente de los mismos.

En otra realizaciéon preferida, los detergentes que pueden ser Utiles en la practica de la presente invencidon son
detergentes zwitteridnicos que incluyen, pero no se limitan a, 3-(N, N-dimetilmistilamonio)propanosulfonato (SB3-14),
3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonato  (CHAPS),  3-([3-colamidopropil]dimetilamonio)-2-hidroxi-1-
propansulfonato (CHAPSO), 3-(N,N-dimetiloctilamonio)propanosulfonato sal interior (SB3-8), 3-[N,N-dimetil (3-
palmitoilaminopropil)amonio]-propanosulfonato, 3-(N,N-dimetiloctadecilamonio)propanosulfonato (SB3-18),
amidosulfobetaina-14; 3-[N,N-dimetil(3-miristoilaminopropil)Jamonio]propanosulfonato (ASB-14) y N,N-
dimetildodecilamina N-6xido (DDAO); y cualesquier mezcla correspondiente de los mismos. En otra realizaciéon
preferida, los detergentes que pueden ser utiles en la practica de la presente invencion son detergentes no iénicos
que incluyen, sin limitacion, éteres de poli(oxietileno) tales como 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton®
X-100), polietilenglicol hexadeciléter (Brij® 58), monooleato de polietilenglicol sorbitan (Tween®80), (1,1,3,3-
tetrametilbutil) fenil-polietilenglicol (Triton® X-114), monolaurato de polioxietilensorbitan (Tween®20), dodecil éter de
polietilenglicol (Thesit®); detergentes glucosidicos como decil-3-D-1-tiomaltopiranésido (DTP), 6-ciclohexilhexil 3-D-
maltésido (Cymal-6), decil-B-D-1-tioglucopiranésido, n-dodecil B-D-maltésido (DDM), octil B-D-glucopiranésido
(OGP), octil B-D-1-tioglucopirandsido; acidos biliares tales como N,N-Bis[3-(D-gluconamido)propil] desoxicolamida
(desoxi-BigCHAP); y cualquier mezcla correspondiente de los mismos.

La concentracion apropiada de detergente para tratar un poliovirus que contiene una suspension de alta densidad
celular que comprende una densidad celular que oscila entre 10x108 y 150x108 células/ml varia entre
aproximadamente 1 mM y 12 mM. La concentracién adecuada de DB para tratar una suspension de alta densidad
celular que contiene poliovirus que comprende una densidad celular que varia entre 10x108 y 50x10° células/ml varia
entre aproximadamente 1 mM y 4 mM. La concentracion adecuada de DB para tratar una cosecha de suspension de
alta densidad celular que contiene poliovirus que comprende una densidad celular que oscila entre 10x10° y 30x108
células/ml varia entre aproximadamente 1y 3 mM.

El experto en la técnica tendra la posibilidad de probar los sustitutos potenciales de los detergentes descritos en este
documento para identificar un compuesto que aumente efectivamente la liberacién de poliovirus de las células,
mientras que puede precipitar ain mas las moléculas de acido nucleico y otros restos celulares de las particulas de
poliovirus como se ejemplifica en este documento para bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), cloruro de
hexadecilpiridinio (CPC), cloruro de bencetonio (BTC) y bromuro de domifeno (DB) y al mismo tiempo precipita
eficazmente las moléculas de acido nucleico y otros residuos celulares de las particulas de poliovirus.

Por lo tanto, esta presente invencion se refiere en parte a métodos para purificar particulas de poliovirus de una
suspension de alta densidad celular al tiempo que mejora simultdneamente la recuperacion del virus. Dichos
métodos mejoran la liberacion de particulas de poliovirus y al mismo tiempo resultan en la precipitacion selectiva de
las moléculas de &cido nucleico de la célula huésped de las particulas de poliovirus agregando un detergente a la
cosecha de cultivo de células en bruto.

Métodos de clarificacion

La cosecha de cultivo celular en bruto tratada con un detergente se clarifica posteriormente para eliminar células
enteras, ADN de células huésped precipitadas, residuos celulares y otras impurezas. Dicha clarificacion se puede
realizar por filtracion profunda. También es factible la centrifugacion con o sin filtraciéon de profundidad de pulido. Por
lo tanto, la clarificacion de la cosecha tratada con detergente se puede realizar utilizando la centrifugacién sola o la
centrifugacion en tandem con una etapa de clarificacion de pulido, como la filtracién profunda.

En la eleccién de un filtro o esquema de filtro, se prefiere garantizar un rendimiento robusto en el caso de que se
produzcan cambios o variaciones posteriormente. El mantenimiento del equilibrio entre el buen rendimiento de
clarificacion y los rendimientos por pasos se puede investigar probando una variedad de tipos de filtros con
diferentes medios internos. Los filtros adecuados pueden utilizar filtros de celulosa, fibras de celulosa regenerada,
fibras de celulosa combinadas con ayudas de filtracién inorganicos (por ejemplo, tierra de diatomeas, perlita, silice
pirégena), fibras de celulosa combinadas con ayudas inorganicas y resinas organicas, o cualquier combinacién de
las mismas, y filtros de polimeros (los ejemplos incluyen pero no se limitan a nailon, polipropileno, polietersulfona)
para lograr una eliminaciéon efectiva y una recuperacion de virus aceptable. En general, un proceso de multiples
etapas es preferible pero no requerido. Un ejemplo de proceso de dos o tres etapas consistiria en uno o mas filtros
gruesos para eliminar el precipitado grande y los residuos celulares, seguido del pulido de los filtros de la segunda
etapa con tamafos de poros nominales superiores a 0,2 um pero menores que 1 um. La combinacién 6ptima sera
una funcion de la distribucion del tamafio del precipitado, asi como otras variables. Ademas, las operaciones de una
sola etapa que emplean un filtro o centrifugacion relativamente estrechos también pueden producir un producto de
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buena calidad. Mas generalmente, cualquier enfoque de clarificacién que incluya filtracién de punto muerto,
microfiltracion, centrifugacion o alimentacion corporal de ayudas de filtracion (por ejemplo, tierra de diatomeas) en
combinacién con la filtracién de punto muerto o de profundidad, que proporciona un filtrado de claridad adecuada
para no ensuciar la membrana y/o la resina en la siguiente etapa, sera aceptable para la practica dentro de la
presente invencion. La filtracion en profundidad muestra un método robusto de clarificacién primaria para la presente
invencion.

En ofra realizacién preferida de acuerdo con la presente invencion, se puede integrar una membrana de intercambio
anionico en linea con el tren de filtro de clarificacion para eliminar ain mas el nivel residual de ADN o impurezas
cargadas negativamente, como las proteinas de la célula huésped sin pérdida de poliovirus bajo condiciones
fisiologicas. Se sabe que estas membranas de alta capacidad con poros grandes (> 3 pum) eliminan de manera
efectiva los contaminantes con carga negativa como el ADN residual, las proteinas de la célula huésped y/o los virus
adventicios en, por ejemplo, el campo de produccién de anticuerpos monoclonales. Las membranas adecuadas son,
entre otras, membranas de intercambio anidnico fuertes con ligando cargado positivamente, tipicamente amonio
cuaternario unido a, por ejemplo, una matriz de celulosa reticulada. Sorprendentemente, se encontré que aunque
tipicamente los virus se unen a estas membranas en condiciones fisiolégicas (pH 7-8, conductividad 15-18 mS/cm),
el poliovirus con un punto isoléctrico neto mas alto fluye a través de estas membranas, lo que lo convierte en una
opcién adecuada para la eliminacién de impurezas con carga negativa. En ciertas realizaciones, se pueden usar
resinas basadas en perlas cromatograficas, pero debido a la ventaja de los altos flujos convectivos, las membranas
son la opcién preferida.

La combinacion del tratamiento con detergente y las etapas de clarificacion dan como resultado una reduccion en el
ADN de la célula huésped de al menos 4 log10, preferiblemente de al menos 5 log10, o incluso mas preferiblemente
de al menos 5,5 log10. La acumulacién de presion general en toda la configuracion del filtro se mantuvo por debajo
de 0,8 bar, lo que es indicativo para los expertos en la técnica de que los tipos de filtros se han seleccionado y
dimensionado adecuadamente.

En una realizaciéon preferida, una membrana de intercambio aniénico puede integrarse en el tren de filtro de
clarificacion, eliminando la necesidad de un paso de intercambio aniénico dedicado que esta presente en todos los
procesos de fabricacion de virus de polio actualmente conocidos.

En realizaciones preferidas de la invencion, las particulas de virus recogidas se tratan mediante el flujo del proceso
de clarificacion de multiples etapas que incluye (en el siguiente orden); filtracion profunda a través de una unidad de
filtro cargada (p. €j., un filtro Millipore Millistak DOHC), filtro de membrana doble de 0,8 um/0,45 um (por ejemplo,
Sartopore 2), una membrana de adsorcion de intercambio anionico fuerte (p. ej., Sartorius Single Sep Q) y una
filtracion de membrana estéril con tamafo de poro relativamente pequefio (por ejemplo, unidades de filtro de 0,22

um).
Pasos para una purificacion posterior.

Después de la clarificacion, la concentraciéon de la suspension de particulas de virus clarificada se puede considerar
como un paso adicional en el método de acuerdo con la presente invencién, pero de ninguna manera es esencial. La
concentracion de la suspension de particulas viricas se puede realizar mediante ultrafiltracion. La suspension puede
concentrarse de 5 a 20 veces (y posiblemente tratarse con nucleasa, como se menciona aqui mas adelante). La
membrana de ultrafiltracion particular seleccionada sera de un tamafo suficientemente pequefio para retener las
particulas de virus, pero lo suficientemente grande para eliminar las impurezas de manera efectiva. Dependiendo del
fabricante y del tipo de membrana, pueden ser apropiados cortes de peso molecular nominal entre 10 y 1000 kDa.
La eleccion del limite de tamafio molecular esta dictada por las compensaciones entre el rendimiento y la eliminacion
de impurezas. Se prefiere la ultrafiltracion utilizando el modo de flujo tangencial. En dicho modo, la etapa puede
controlarse estableciendo un flujo cruzado fijo con o sin contrapresién en el retenido, estableciendo una presion de
transmembrana fija, o fijando tanto el flujo cruzado como el flujo de permeado.

Otra etapa del proceso que puede incluirse en esta etapa del proceso, pero que de ninguna manera es esencial, es
la introduccidn subsiguiente de una etapa del proceso de intercambio de tampoén a través de diafiltracion. La
diafiltracién, o intercambio de tampon, utilizando unidades de ultrafiltracion se utiliza para la eliminacion e
intercambio de sales, azucares y similares. El experto en la materia sabe en qué condiciones debe tener lugar el
intercambio de tampones y qué tampones son apropiados para este paso.

El tratamiento con nucleasa también puede considerarse para su inclusion en el proceso en esta etapa del proceso,
pero de ninguna manera es esencial. El tratamiento con nucleasas puede incluir el uso de un amplio espectro de
nucleasas, por ejemplo, BENZONASE ™, una ADNasa, una ARNasa o cualquier combinacion de las mismas. Una
nucleasa o coctel con actividad tanto ARNasa como ADNasa se utiliza a menudo. Se puede contemplar una etapa
de tratamiento con nucleasa en cualquier punto del proceso, siempre que el contenido de nucleasa residual en el
producto final sea aceptable para la aplicacion. El tratamiento con nucleasa puede ocurrir después de la clarificacion
solo o después de la clarificaciéon y una etapa de concentracion, pero antes de una etapa de purificacion adicional,
como una etapa de captura o pulido.
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Una unidad de operacion adicional que se puede usar para la reduccién de impurezas podria ser, por ejemplo, una
unidad de cromatografia, pero de ninguna manera es esencial para el proceso. Se puede utilizar la unidad de
cromatografia que consiste en medios de cromatografia en diferentes formatos, como resinas, adsorbedores de
membrana y monolitos. La(s) operacion(es) de la unidad de cromatografia se pueden accionar en modo positivo o
negativo (se explica a continuacion). En ciertas realizaciones de la invencion, la suspension de particulas de virus
alimentada a la(s) unidad(es) de cromatografia puede ajustarse a ciertas condiciones de alimentacion, como por
ejemplo pH y/o fuerza idénica de la solucion. Durante dicha etapa, las particulas de virus se purifican adicionalmente
separando las particulas de virus de las impurezas restantes como, por ejemplo, acidos nucleicos de la célula
huésped y proteinas de la célula huésped. La purificacion de particulas de virus durante dicha etapa se puede lograr,
por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio anionico, cromatografia de intercambio
catiénico, cromatografia de exclusidon por tamafo, cromatografia de fase inversa, cromatografia hidréfoba,
cromatografia de modo mixto y/o cromatografia de hidroxiapatita se utilizan como una etapa de proceso
independiente o en una combinacién con varias etapas de proceso.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, cuando se usan una o mas operaciones de unidad de
cromatografia, las particulas de virus se pueden purificar separandolas de las impurezas restantes en la suspension
de particulas de virus. Las particulas de virus se pueden separar uniendo las particulas de virus en ciertas
condiciones al medio de cromatografia, mientras que algunas, si no la mayoria de las impurezas, no estan unidas al
medio de cromatografia. De lo contrario, las particulas de virus se pueden separar uniendo algunas, si no la mayoria
de las impurezas, al medio de cromatografia, dejando la mayoria de las particulas de virus sin unir al medio de
cromatografia. Los modos operativos mencionados anteriormente son conocidos en la técnica como modo de enlace
positivo y modo de enlace negativo, respectivamente.

También es posible operar ciertas operaciones de unidad de cromatografia sin ninguna interaccién de union
dependiendo de los medios de cromatografia utilizados. Los medios de cromatografia a modo de ejemplo pueden
ser, pero de ningun modo estan limitados a, medios de cromatografia de exclusiéon por tamafio (por ejemplo,
Sepharose™ 6FF). El experto en la materia sabe como determinar las condiciones requeridas para separar las
particulas de virus de las impurezas. Los ejemplos del uso secuencial de diferentes operaciones de unidad para
lograr soluciones de virus de poliomielitis altamente purificadas como se describe anteriormente en la literatura, por
ejemplo en Bakker et al., 2011, y Thomassen et al., 2013.

En ciertas realizaciones de la invencion, la(s) operacion(es) de la unidad de cromatografia se pueden usar como la
etapa de captura, que es en esencia una combinacién de una etapa de concentracién y purificacién, eliminando con
ello la necesidad de una etapa de concentracion auténoma como se describe anteriormente (por ejemplo, un paso
de ultrafiltracion). Los medios de cromatografia en diferentes formatos se pueden utilizar en los pasos de captura.
Ejemplos de formatos de medios de cromatografia son, entre otros, resinas, adsorbentes de membrana y monolitos.
El experto en la materia puede determinar facilmente el formato de medios de cromatografia 6ptimo que se utilizara
para una etapa de proceso particular.

En ciertas realizaciones de la invencion, cuando la(s) operacion(es) de la unidad de cromatografia se usa como
paso(s) de captura, las particulas de virus se pueden purificar separandolas de las impurezas restantes en la
suspension de particulas de virus. Las particulas de virus se pueden separar uniendo las particulas de virus en
ciertas condiciones a los medios de cromatografia, mientras que algunas, si no la mayoria, de las impurezas no
estan unidas a los medios de cromatografia.

En ciertas realizaciones de la invencion, cuando la(s) operacion(es) de la unidad de cromatografia se usa como
paso(s) de captura, la suspensién de particulas de virus, también denominada material de alimentacion, debe
ajustarse a ciertas condiciones para una separacion optima de las impurezas. Las condiciones ejemplares del
material de alimentacion a ajustar son, por ejemplo, pH y fuerza idénica de la suspension de particulas viricas. Las
particulas de virus pueden purificarse aiun mas mediante la siguiente etapa de eluciéon que se puede lograr, por
ejemplo, cambiando el pH y/o la fuerza iénica de la fase liquida del medio de cromatografia.

En una realizacion particular de la invencién, se usa un medio de cromatografia de intercambio catidnico como un
paso de captura. Las condiciones del material de alimentacién se pueden ajustar mediante la adicién de acidos o
bases (por ejemplo, acido citrico, NaOH) para alcanzar el pH deseado y mediante la adicion de soluciones salinas o
agua desionizada (por ejemplo, NaCl o MilliQ) para alcanzar la fuerza iénica deseada. Como una guia y ciertamente
no una limitacion, el pH podria variar potencialmente desde alrededor de 4,5 a 7,0 y la fuerza i6nica pueden oscilar
entre 10 mS/cm y 25 mS/cm. Se puede considerar una etapa de clarificacién adicional (por ejemplo, filtracion de 0,45
um o 0,22 um) después del ajuste del material de alimentacion para su inclusién en el proceso, a fin de reducir la
carga en la siguiente etapa de cromatografia, pero de ninguna manera es esencial. El experto en la materia puede
determinar facilmente qué soluciones y unidades de filtracion usar para el paso del proceso en particular.

En realizaciones particulares de la invencion, cuando la(s) operacién(es) de la unidad de cromatografia se usa como

paso(s) de captura y donde las particulas de virus se unen selectivamente a medios de cromatografia de intercambio
catidénico fuerte para la separacion, se logra una purificacion adicional de las particulas de virus mediante la
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siguiente elucion selectiva de las particulas de virus al cambiar las condiciones de la fase liquida dentro de la unidad
de operacion. Como una guia y ciertamente no una limitacion, la elucién de las particulas de virus se puede lograr
cambiando el pH de la fase liquida de valores de pH acidos a valores de pH basicos (por ejemplo, rangos entre pH 4
- 10). Como una guia y ciertamente no una limitacion, la elucién de las particulas de virus también se puede lograr
cambiando la fuerza i6nica de la fase liquida de menor a mayor fuerza iénica (por ejemplo, un rango entre 10 mS/cm
- 35 mS/cm).

En una realizacion preferida de la invencidon, una suspension de particulas de poliovirus, también denominada
material de alimentacion, se ajusta a un pH acido que varia de 4,4 a 5,6 y una fuerza iénica que varia de 14mS/cm a
22mS/cm. Posteriormente, el material de alimentacién ajustado se carga en un adsorbente de membrana de
cromatografia de intercambio catiénico (por ejemplo, Sartobind S) donde el virus se une selectivamente a la
membrana. Las particulas de virus se purifican aun mas a partir de las impurezas en la siguiente etapa de elucion al
aumentar la fuerza idnica del tampdn de elucion en el rango entre 25 mS/cm - 40 mS/cm mientras se mantiene el
rango de pH constante entre 4,4-5,6. La suspensién de particulas viricas eluidas se puede filtrar posteriormente a
través de, por ejemplo, una unidad de filtracion de 0,22 um para reducir la carga bioldgica y los precipitantes.

De acuerdo con la presente invencién, si es necesario para lograr una cierta pureza del producto, se puede
incorporar al proceso una etapa de purificacion adicional, llamada etapa de "pulido”. El paso de "pulido" no es de
ninguna manera esencial en todo el flujo del proceso de purificaciéon, pero es un paso del proceso preferido para
lograr la solidez en todo el flujo del proceso de purificacion.

Durante dicha etapa, se desea eliminar trazas de impurezas tales como, por ejemplo, pero no se limita a, acidos
nucleicos de la célula huésped (por ejemplo, ADN) y proteinas de la célula huésped de la suspension de particulas
del virus. La etapa de "pulido" se puede lograr mediante, pero no se limita a, cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio anidnico, cromatografia de exclusién de tamafo, cromatografia de fase inversa,
cromatografia hidrofébica, cromatografia de modo mixto, cromatografia de hidroxiapatita y/o ultrafiltracion, ya sea
como una operacion independiente, paso del proceso o en una combinacién de varios pasos del proceso. Durante
dicho paso, el intercambio de soluciones tampon de la suspension de virus se puede considerar para su inclusion en
el flujo del proceso, pero de ninguna manera es esencial.

En ciertas realizaciones de la invencion, cuando la(s) operacion(es) de la unidad de cromatografia se usa como
paso(s) de pulido, se pueden medios de cromatografia en diferentes formatos como, por ejemplo, resinas,
adsorbentes de membrana y monolitos. La(s) operacion(es) de la unidad de cromatografia pueden operarse en
modo positivo o negativo. En ciertas realizaciones de la invencion, la suspension de particulas viricas alimentada a
la(s) etapa(s) de pulido se puede ajustar a ciertas condiciones de alimentacion, como por ejemplo pH y/o fuerza
i6nica de la solucién. Las particulas de virus se pueden purificar mediante una etapa de eluciéon posterior que se
puede lograr, por ejemplo, cambiando el pH y/o la fuerza iénica de la fase liquida del medio de cromatografia.

En realizaciones particulares de la invencion, la purificacion de particulas de virus también se puede lograr mediante
la explotacion de las diferencias de tamafio entre las particulas de virus y las impurezas. Los pasos de proceso
ejemplares pueden ser cromatografia de exclusién por tamafio y/o ultrafiltracion.

En realizaciones particulares de la invencion, las etapas de pulido pueden, ademas de purificar las particulas de
virus, usarse como etapas de intercambio de tampon. Los pasos de proceso ejemplares pueden ser, pero de
ninguna manera se limitan a, cromatografia de exclusién por tamafio y/o diafiltracion.

En realizaciones particulares de la invencion, donde se incorporan etapas de ultrafiltracion/diafiltracion, la
eliminacion de las impurezas residuales (por ejemplo, proteinas de la célula huésped, acidos nucleicos de la célula
huésped), asi como el intercambio del tampon con el tampdn deseado (por ejemplo, el tampdn de formulacion)
puede ser logrado La ultrafiltracion de flujo tangencial es util para eliminar la proteina residual y el acido nucleico y
para intercambiar las particulas de virus en un tampoén de formulacion. La membrana de ultrafiltracion seleccionada
sera de un tamano suficientemente pequefo para retener particulas de virus, pero lo suficientemente grande para
clarificar las impurezas. De acuerdo con el fabricante y el tipo de membrana, pueden ser apropiados valores de corte
de peso molecular nominal entre 100 y 1000 kDa.

En realizaciones preferidas de la invencion, las particulas de virus pueden separarse de las impurezas residuales
mediante cromatografia de exclusion por tamafio (por ejemplo, Sepharose ™ 6FF) mientras que simultaneamente el
tampon se intercambia por un tampon de formulacion. Los niveles deseados de pureza de particulas viricas, asi
como la calidad del intercambio de tampdn, se pueden lograr alterando varias variables de la unidad de
cromatografia de exclusion de tamafio. El experto en la materia puede determinar las condiciones éptimas de
funcionamiento para lograr las especificaciones de rendimiento de proceso y pureza requeridas.

Un método particularmente preferido para obtener poliovirus purificado a partir de cultivo celular de acuerdo con la
invencién comprende las etapas de: a) anadir un detergente al cultivo celular; b) clarificar dicho cultivo celular que
contiene poliovirus para obtener una cosecha clarificada con particulas de poliovirus; ¢) someter la cosecha
clarificada obtenida en la etapa b) a una etapa de cromatografia de intercambio catidénico para obtener una
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suspension que contiene poliovirus; y d) purificar adicionalmente el poliovirus de la suspensién que contiene
poliovirus mediante cromatografia de exclusion por tamario.

Se puede incluir una etapa de filtracién estéril al final del proceso para reducir la carga bioldgica, tal etapa no es de
ninguna manera esencial. El producto se puede filtrar a través de una membrana de fluoruro de polivinilideno
modificado (PVDF) de 0,22 um (por ejemplo, Millipore Millipak).

Escalado de sistemas de cultivo celular y sistemas de procesamiento posteriores.

Los procesos de la presente invencion son escalables. Los cultivos celulares para los cuales se puede usar la
presente invencion van desde cultivos a pequefia escala (por ejemplo, tiradas de 1 a 10 litros) hasta cortes de
mediana escala (por ejemplo, tiradas de 20-1000 L) hasta preparaciones a gran escala comercial, como tiradas de
produccién entre 1000 y 50.000 L. Los pasos del proceso inicial, como la escala de filtracion profunda con el
volumen de cultivo, mientras que la cromatografia de intercambio catidnico o la etapa de captura alternativa y los
pasos subsiguientes se escalan con la cantidad de particulas de poliovirus. Por lo tanto, el tamafio del lote de los
ultimos pasos se basara en una estimacion de la productividad del bioreactor de al menos 5x10° DICT50/ml y hasta
aproximadamente 1x10'" DICT50/ml. Estos altos rendimientos de poliovirus se pueden obtener, por ejemplo,
infectando cultivos de alta densidad celular (como se describe, por ejemplo, en el documento W02011/006823). La
purificacion adicional de estas suspensiones celulares de alta densidad que contienen altas concentraciones de
particulas de poliovirus se hace posible con la presente invencion. La posibilidad de procesar estas suspensiones,
que contienen altas cantidades de residuos celulares e impurezas de las células huésped, permite la purificacién de
altas cantidades de particulas de poliovirus por volumen de suspension. Es un mérito de esta invencién proporcionar
un método para procesar lotes de cultivos celulares con altas densidades celulares, que contengan altas
concentraciones de particulas de poliovirus y, por lo tanto, permitan rendimientos de virus muy altos por volumen
procesado. El presente método, aunque es aplicable a cultivos celulares a gran escala, permitira que las células se
cultiven a una escala mas pequefia, aun a densidades celulares mas altas y todavia alcancen altos rendimientos de
poliovirus que pueden procesarse de manera eficiente. Este método ofrece la posibilidad de procesar lotes de
poliovirus altamente concentrados que tendran un gran impacto en toda la industria de purificacién de poliovirus.

Poliovirus y células productoras.

Una vacuna contra la polio puede ser monovalente, que contiene un tipo de poliovirus (tipo 1, 2 0 3), o divalente (que
contiene dos tipos de poliovirus, por ejemplo, los tipos 1y 2, 1y 3 0 2 y 3), o trivalente (contiene tres tipos de
poliovirus, es decir, los tipos 1, 2y 3).

Es posible producir IPV a partir de poliovirus de tipo salvaje. Alternativamente, la IPV puede producirse a partir de
poliovirus vivo no virulento, por ejemplo, de las cepas Sabin, lo que reduciria ain mas el riesgo de reintroducir el
poliovirus de tipo salvaje de la fabricacion de IPV (véase, por ejemplo, el documento WO2007/007344, y Doi et al,
2001). La presente invencién es adecuada para la purificacion de poliovirus de tipo salvaje (tipos 1, 2 y 3, por
ejemplo, la cepa Mahoney tipo 1, la cepa MEF-1 tipo 2 o la cepa Saukett de tipo 3), asi como de tipos no virulentos
de poliovirus (por ejemplo, las cepas de Sabin). Los procesos de acuerdo con la invencién aplicados para producir
IPV pueden servir para reducir el costo hasta tal punto que la IPV puede estar disponible para los paises menos
desarrollados. Aunque en general, la OPV es mas barata que la IPV cuando se prepara de acuerdo con métodos
convencionales, los procesos altamente eficientes de la invencion ain pueden reducir los costos de la masa de
material para la OPV y, por lo tanto, reducir los costos de los mismos.

En general, cada una de las cepas de poliovirus se cultiva en un lote separado, y si, por ejemplo, se prepara una
vacuna trivalente que contiene tres tipos de poliovirus, los virus (inactivados, para IPV) se mezclan y se formulan
para la preparacion de dosis individuales. En ciertas realizaciones, por ejemplo, una vacuna final por dosis (por
ejemplo, 0,5 ml) puede comprender, por ejemplo, 40 unidades de antigeno D (UD) de poliovirus tipo 1, 8 UD de
poliovirus tipo 2 y 32 UD de poliovirus tipo 3, determinadas por comparacion a las preparaciones de referencia.

El método de acuerdo con la presente invencion se puede aplicar a la cosecha de cultivos celulares a partir de
distintos tipos de células. Un tipo de células que se pueden usar en los métodos de la presente invencién son las
células PER.C6, que son células inmortalizadas, también conocidas en la técnica como lineas celulares continuas, y
como tales tienen el potencial de una vida util infinita (véase, por ejemplo, Barrett et al, 2009). Las células PER.C6
para los fines de la presente solicitud significaran las células depositadas bajo ECACC no. 9602240 el 29 de febrero
de 1996. Estara claro para la persona experta que esta definicion incluira las células de un pase anterior o posterior
o un descendiente de un pase previo o posterior de estas células depositadas. Las células PER.C6 se describen en
la patente de EE. UU. 5.994.128 y en (Fallaux et al, 1998). Estas células son muy adecuadas para la produccion de
poliovirus para producir vacunas contra poliovirus basadas en células, ya que pueden infectarse y propagar el virus
con alta eficiencia, como se describe, por ejemplo, en el documento W02011/006823. Aqui se demuestra que estas
células también son muy adecuadas para la produccion de poliovirus a niveles altos en cultivos en suspension sin
suero.

Como pueden usarse otros tipos de células para propagar poliovirus, los métodos de la presente invencion también
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son aplicables para procesar cosechas de células en bruto que contienen poliovirus que comprenden otros tipos de
células. Como se ejemplifica en este documento, las cosechas de células Vero y células MRC-5 se procesaron con
los métodos de la presente invencion.

Para la fabricacion a gran escala de poliovacunas inactivadas, el poliovirus generalmente se propaga en células
Vero adherentes, que derivan de células de monos. Las células Vero, que se cultivan en microtransportadores, se
usan ampliamente para la producciéon de vacunas, incluidas las poliovacunas inactivadas y las poliovacunas vivas
atenuadas, y hasta ahora son las lineas celulares continuas mas aceptadas por las autoridades reguladoras para la
fabricacién de vacunas virales y los expertos en la materia esperan que el uso de estas células para la produccion
de vacunas aumente (Barrett et al, 2009). Montagnon et al., 1982 y 1984, describieron un cultivo de
microtransportadores a gran escala de células Vero para la vacuna contra el poliovirus inactivado. En la patente de
los Estados Unidos 4.525.349 también se describe un proceso para la produccion a gran escala de una poliovacuna
con células Vero y la vacuna resultante.

Se han obtenido altos titulos de produccion de poliovirus (Sabin tipo 1) (casi 2x10° DICT50/ml) en células Vero
cultivadas en microtransportadores en medio que contiene suero antes de la fase de produccion del virus que tuvo
lugar en medio sin suero (Merten et al., 1997). En vista de las desventajas de usar suero, los autores han indicado
que se desea un proceso completamente libre de suero. Bajo condiciones de ausencia de suero, los autores
pudieron obtener un titulo de produccion de poliovirus de 6,3x108 DICT50/ml. Los titulos de produccion de poliovirus
obtenidos por el método de la presente invencion en células PER.C6 oscilaron entre 5,0x10° y 3,2x10'° DICT50/ml
(a una densidad celular a una infeccién de 12,5 millones/ml).

Una plataforma celular alternativa utilizada cominmente para la produccion de vacunas en general, y la produccion
de IPV en particular son células de fibroblastos de pulmoén fetales humanas (células MRC-5) iniciadas por J.B.
Jacobs, 1966. Un estudio de comparacion de lineas de células huésped (Vlecken et al., 2013) demostraron que las
lineas celulares adherentes MRC-5 y VERO son los productores mas altos entre un panel de células huésped
extendido, lo que las hace adecuadas para la produccion de vacunas virales. Usando cultivos adherentes en la
superficie del matraz, los titulos de virus logrados fueron (0,7-2,6) x108 DICT50/ml y (1,4-5,8) x108 DICT50/ml para
cultivos de células MRC-5 y Vero, respectivamente.

Los métodos de purificacion de la invencidon son adecuados para poliovirus propagado en cualquier tipo de célula
susceptible de propagacion de poliovirus, es decir, los métodos de la invencién son independientes del tipo de célula
usado para cultivar poliovirus.

La invencién se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Los ejemplos no limitan la invenciéon de ninguna
manera. Simplemente sirven para aclarar la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aumento del rendimiento de purificacion de poliovirus a partir de la cosecha de cultivo celular en bruto
que contiene poliovirus mediante la adicién de un detergente catiénico.

Las células, de la linea celular PER.CB6, se hicieron crecer en un medio de cultivo libre de suero en un bioreactor de
10 | operado en modo de perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x108 células viables/ml (cv/ml).
Antes de la infeccion con poliovirus tipo 1 (Mahoney), tipo 2 (MEF-1) o tipo 3 (Saukett), el cultivo se diluyé con medio
de cultivo fresco a densidad celular viable en el rango entre 12,5x108 y 50x10° cv/mL. El proceso de infeccién por
lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 L a 35 °C, a una multiplicidad de infeccion de 1. En el momento de la cosecha,
20-24 horas después de la infeccion, se tom6 una muestra de 50 ml que se distribuy6é posteriormente en 11
alicuotas de 4 ml.

Para determinar el efecto de un detergente en las cosechas de cultivos celulares que contienen poliovirus, se realizd
un experimento de valoracion con bromuro de domifeno (DB). Se afiadié una cantidad discreta de solucién madre de
DB a las alicuotas de la muestra a una concentracion de DB diana (entre 0 y 4 mM). Las muestras se mezclaron y se
incubaron durante una hora a 35 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g para
depositar el ADN precipitado. Las muestras de sobrenadante se analizaron para determinar la cantidad de virus
mediante ELISA de antigeno D y para el ADN de la célula huésped mediante Q-PCR.

La Fig. 1 (A, B y C) muestra la liberaciéon de antigeno D de cosechas de cultivos celulares que contienen poliovirus
como resultado del tratamiento con un detergente (DB). Varias cosechas con distintas densidades celulares y cada
una con una cepa de polio diferente (Mahoney, MEF-1 o Saukett) se trataron con un detergente y luego se
centrifugaron. La concentracion de antigeno D en el sobrenadante, que se corrige por la dilucion de detergente
afadido, se da en funcion de la concentracion de detergente. La figura 1 muestra que después de la adicion de un
detergente (DB), el titulo del virus aumenté sustancialmente en comparacion con antes de la adicion de un
detergente (DB). Para cada cepa y para cada densidad celular viable, se puede observar el mismo patrén, es decir,
aumentar la concentracion de detergente (DB) conduce a una mayor liberacion de virus de la cosecha de células en
bruto en la fase liquida.
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La Fig. 2 (A, B y C) muestra la precipitacion del ADN de la célula huésped en cosechas de cultivos de células en
bruto que contienen poliovirus como resultado del tratamiento con un detergente (bromuro de domifeno). Las
concentraciones en el eje y, se han corregido por el factor de dilucién del detergente. Para cada cepa y para cada
densidad celular viable, el ADN de la célula huésped se precipita a partir de la recoleccion del cultivo celular en
bruto. La Fig. 2 indica claramente que se produjo una clarificacion efectiva del ADN en las alicuotas para
concentraciones de detergente (DB) por encima de 1,3 mM.

Ademas, se podria determinar una concentracion minima de DB a partir de cada curva individual (Fig. 1y 2), para lo
cual se obtiene un nivel de meseta de antigeno D y, al mismo tiempo, se obtiene la maxima clarificacion del ADN.
Esta cantidad minima de detergente aumenta con la densidad celular para adaptarse a mayores cantidades de
células y un mayor nivel de ADN de la célula huésped soluble en el medio.

Como el aumento de detergente no condujo a la precipitacién del poliovirus, una persona experta en la técnica
extrapolaria estos resultados a suspensiones celulares que contienen poliovirus de densidades celulares incluso
superiores, por ejemplo, de aproximadamente 70x108 células/ml, por ejemplo, de aproximadamente 90x10°
células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 120x10° células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 150x10°
células/ml. El experto en la materia concluiria que el poliovirus de tales cosechas de cultivos celulares en bruto de
alta densidad celular puede purificarse mediante los métodos de la presente invencién.

Ejemplo 2: Eficacia del tratamiento con detergente en la liberaciéon de poliovirus de las cosechas de cultivos
celulares VERO y MRCS5 en bruto

Tratamiento de una cosecha de poliovirus en bruto de un cultivo de células VERO adherentes

Las células Vero se cultivaron previamente en matraces T-175 y se escalaron para inocular un matraz giratorio de 1
L Cytodex 3, a 30 x 10° células/cm? en medio giratorio VERO (MEM + FBS al 10% + Glutamina 6 mM + glucosa 4,6
g/L) y microtransportadores Cytodex3 5 g/L. Las células se incubaron a 37 °C, CO2 al 5% y se agitaron a 60 rpm
durante las primeras 24 horas y a 90 rpm durante los dias siguientes. En el dia 3 después de la siembra (en
microtransportadores), las células se lavaron con PBS precalentado y se realizé6 un cambio de medio con medio de
infeccion (MEM + glutamina 4 mM). El cultivo celular recargado se distribuy6 en tubos de 50 ml que contenian 20 ml
de cultivo celular sembrados a 1x10° células/ml. Los tubos se infectaron para cada una de las tres cepas de virus
(Mahoney, MEF-1, Saukett) con una MOI de 1. La infeccién se realizé a 35 °C, 170 rpm, CO2 5% y el virus se
recogié 72 horas después de la infeccion. Con el fin de determinar el efecto de un detergente sobre las células
VERO en bruto que contienen poliovirus, los cultivos crecieron en microtransportadores, se afiadié una solucién de
DB en los cultivos a una concentracion final de 1,6 mM. Para este experimento, se utilizé una solucién madre de DB
(1,05% p/v, NaCl 40 mM). Las muestras se mezclaron y se incubaron durante una hora a 35 °C. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g para reducir el ADN precipitado. Las muestras de
sobrenadante se analizaron para determinar la cantidad de virus mediante ELISA de antigeno D y para el ADN de la
célula huésped mediante Q-PCR.

Tratamiento de una cosecha de poliovirus en bruto de un cultivo de células MRC5 adherente

Las células MRC-5 se cultivaron en BME + FBS al 10% (nHI) + glutamina 4 mM y se incubaron a 37 °C y CO:2 al
10% en un matraz T75. Cada 3-4 dias, cuando los cultivos estaban aproximadamente confluentes en un 80-90%, los
cultivos de MRC-5 se pasaron y se expandieron en matraces T-175. Cuando las células alcanzaron una densidad de
aproximadamente 80-90% (dia 4), las células se lavaron con PBS y se realiz6 un cambio de medio con BME +
glutamina 4 mM. Los matraces T-175 se infectaron para cada una de las tres cepas de virus (Mahoney, MEF-1,
Saukett) con una MOI de 1, en un volumen total de 25 ml por matraz. La infeccion se realizé a 35 °C, 10% de COzy
el virus se recolecté 72 horas después de la infeccion. Con el fin de determinar el efecto de un detergente en las
cosechas de células adherentes de MRC5 en bruto que contienen poliovirus, se afadié una solucién de stock de DB
al cultivo a una concentracion final de 0,6 mM. Las muestras se mezclaron y se incubaron durante una hora a 35 °C.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g para reducir el ADN precipitado. Las
muestras de sobrenadante se analizaron para determinar la cantidad de virus mediante ELISA de antigeno D y para
el ADN de la célula huésped mediante Q-PCR.

Tabla 1: concentracién de antigeno D en el sobrenadante de la cosecha de cultivos celulares [UD/ml]

Cultivo de células adherentes vero | Cultivo de células adherentes MRC-5 cultivado
crecido en microtransportadores en matraces T-175

Concentracion de DB 0 mM 1,6 mM 0 mM 0,6 mM

Tipo 1 (Mahoney) 153 160 30 36

Tipo 2 (MEF-1) 19 34 8 13

Tipo 3 (Saukett) 106 119 11 16

La tabla 1 muestra la concentracién de antigeno D en el tratamiento con DB, a una concentraciéon de DB de 1,6 mM
para las cosechas de poliovirus de células VERO y de 0,6 mM para las cosechas de poliovirus de células MRC-5.
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Las concentraciones de antigeno D en la tabla se corrigen para la dilucion causada por la adicién de detergente.

Los resultados muestran que la adicién de detergente (DB) causo la liberacion de virus adicionales en la fase liquida
de las cosechas de cultivos de células VERO y MRC5, mientras que el ADN precipita lejos del virus. De hecho, la
clarificacion de ADN a DB 1,6 mM fue mas de 2 log10 en el cultivo de células VERO. La clarificacién de ADN a DB
0,6 mM fue mas de 3 log10 en el cultivo de células MRC5 (datos no mostrados). Esto demuestra que la invencion es
aplicable a varios tipos de células usadas para la produccién de poliovirus.

Ejemplo 3: Impacto del tratamiento con detergente en la liberacién de poliovirus y la clarificacion del ADN en un
bioreactor antes de la clarificacion celular.

Se cultivaron células PER.C6 en un medio de cultivo sin suero en un bioreactor de vidrio de 10 | operado en modo
de perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x108 cv/mL. Antes de la infeccidn con poliovirus de tipo
1 (Mahoney), tipo 2 (MEF-1) o tipo 3 (Saukett), el cultivo se diluyé con medio de cultivo fresco hasta una densidad
celular viable de 12,5x10° cv/mL. El proceso de infeccion por lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 | a 35 °C a una
multiplicidad de infeccion de 1. En el momento de la recoleccion, 20-24 horas después de la infeccion, se afiadio una
solucion madre de bromuro de domifeno (DB) en 30 minutos mientras se agitaba hasta alcanzar una concentracion
final de DB de 2,2 mM. Después de la adicién del detergente, se dejo incubar el bioreactor durante una hora a 35 °C,
mientras se agitaba constantemente.

Las muestras de la recoleccion de células en bruto (sin tratamiento con DB y el tratamiento posterior a DB) se
centrifugaron (3000 g, 5 minutos) para sedimentar las células. Las muestras en bruto (no centrifugadas antes del
tratamiento con DB, que contienen células) y las muestras del sobrenadante se analizaron para determinar la
cuantificacion de poliovirus y el ADN de la célula huésped, utilizando un ELISA de antigeno D y Q-PCR
respectivamente.

Los resultados representados en la Fig. 3 muestran que en todas las tiradas (para las tres cepas), el tratamiento con
detergente dio como resultado un aumento doble de la liberacién de antigeno D, desde la recoleccién del poliovirus
bruto hasta la fase liquida. Ademas, el ADN fue efectivamente precipitado por el tratamiento con DB. En todas las
tiradas, la clarificacién de ADN con respecto a la recoleccion en bruto fue mas de 5 log después del tratamiento con
detergente, a diferencia de 2 log antes del tratamiento con detergente (no se muestran los datos). Esto demuestra
que la invencién también se puede usar a escala de bioreactor.

La adicién de un detergente se habia usado previamente para eliminar el ADN de la célula huésped en el campo de
los procesos de purificacion de adenovirus, como se describe en, por ejemplo, US7326555 y WO2011/045378. Sin
embargo, la precipitacion selectiva de ADN no se ha descrito hasta ahora en el campo de la purificacion de
poliovirus. Los poliovirus y los adenovirus son virus muy distintos. De hecho, un poliovirus esta compuesto por un
genoma de ARN monocatenario encapsulado con una cépside proteica y la particula viral tiene un diametro de
aproximadamente 30 nandémetros. Por contra, los adenovirus representan los virus no envueltos mas grandes, con
un diametro de aproximadamente 90-100 nm. La proteina de la capside del adenovirus contiene una hélice de ADN
de doble cadena y esta poblada de forma Unica con fibras o picos que ayudan en la unién a la célula huésped que
esta ausente en los poliovirus. El punto isoeléctrico de los adenovirus esta alrededor de pH 5,5, lo que significa que
el virus esta cargado negativamente en condiciones fisiolégicas. Un articulo de revision sobre el punto isoeléctrico
del poliovirus sugiere que su valor es mas alto que para los adenovirus pH 5,8-7,5 (Thomassen et al, 2013). Dado
que el tamafio y la carga son determinantes clave en los procesos de cromatografia y precipitacion, no se pudo
predecir que el tratamiento con un detergente tendria un efecto similar en una cosecha de cultivo de células en bruto
que contiene poliovirus como en una cosecha de cultivos de células en bruto que contiene adenovirus.

Mas importante aun, el efecto inesperado del tratamiento con detergente sobre la liberacién de particulas de
poliovirus de la cosecha de cultivo celular en bruto en la fase liquida de la cosecha no se habia observado en los
métodos de purificacién para adenovirus. Por lo tanto, este sorprendente efecto no podria haberse previsto en base
a los métodos de purificacion de virus utilizados anteriormente.

Ejemplo 4: Proceso de purificacion de poliovirus con y sin tratamiento con detergente e impacto en la recuperacion
del antigeno D vy la clarificacién del ADN.

Las células PER.C6 se cultivaron en un medio de cultivo libre de suero en un bioreactor de 10 | operado en modo de
perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x108 cv/mL. Antes de la infeccion con poliovirus serotipo 1
(Mahoney) o tipo 3 (Saukett), el cultivo se diluyé con medio de cultivo fresco hasta una densidad celular viable de
11x108 cv/mL y 9,5x10° cv/mL, respectivamente. El proceso de infeccién por lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 |
a 35 °C a una multiplicidad de infeccién de 1. En el momento de la cosecha, 22 horas después de la infeccion, se
tomaron dos muestras de 1,5 | de volumen del bioreactor y se transfirieron a botellas de 2 |. Se tomé una botella
para realizar la filtracién directa, la otra se traté con un detergente (DB) y posteriormente se sometié a filtracion.

El tratamiento con DB se realizdé en una botella de 2 | a temperatura ambiente. La solucién de reserva de DB se
agrego a través de una pipeta en 30 porciones iguales en 30 minutos mientras se agitaba para alcanzar una
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concentracion final de DB de 2,1 mM. Después de la adicidon del detergente, se dejé incubar la botella durante dos
horas mientras se mezclaba. La clarificacién celular se realiz6 pasando la cosecha bruta no tratada o la cosecha
tratada con DB a través de una serie de filtros, es decir, un filtro de profundidad cargado positivamente (Millipore
Millstak + HC POD DOHC) con una distribucion de tamafo de poro de 4 - 8/0,6 - 1,5 um, seguido de dos filtros de
membrana de poliéter sulfon (PES) consecutivos de tamafo descendente 0,8/0,45 um (Sartorius, Sartopore 2) y
0,22 um (Millipore, Millipak). Durante la filtracion, el primer filtrado recibido se desechd, luego el filtrado se recogio en
una botella de producto hasta que la botella de alimentaciéon estuvo vacia. La recuperacion del virus se completd
mediante la adicion de 1 volumen del sistema de PBS al filtrado recogido. La cosecha clarificada se analizé para
determinar la cantidad de virus, el ADN de la célula huésped y la HCP utilizando un ELISA de antigeno D, Q-PCR y
una proteina ELISA especifica de la célula huésped, respectivamente. El impacto del tratamiento con DB en el
rendimiento del proceso de cosecha se muestra en la Tabla 2. La recuperacion se calcula con respecto a una
muestra de caldo completo tomada de la cosecha bruta en el momento de la recogida.

De acuerdo con los ejemplos anteriores, la recuperacion del antigeno D después del tratamiento con un detergente
(bromuro de domifeno) se incrementd significativamente en comparacion con el proceso sin bromuro de domifeno.
Como resultado, la productividad volumétrica del proceso se incrementd significativamente. De hecho, la
concentracion de antigeno D en la cosecha clarificada se duplico después del tratamiento con detergente (DB).

Ademas, se observo la clarificacion de HC-ADN mediante la etapa de tratamiento con detergente, que estaba de
acuerdo con los resultados descritos en los ejemplos anteriores. De acuerdo con la tabla 2, el tratamiento de una
cosecha de células en bruto que contiene poliovirus con un detergente (DB) ayudé a eliminar el ADN en un factor de
1000. Ademas, muestra que las proteinas de la célula huésped (HCP) se eliminaron parcialmente mediante el uso
de detergente.

Tabla 2: Clarificacion de la cosecha de 1,5 L de virus en bruto con (+) y sin (-) tratamiento con DB para dos cepas de
virus.

Cepa Mahoney Saukett
Densidad de células viables en la infeccidn 11 9,5
Tratamiento con DB - + - +
Cosecha clarificada

Concentracién de antigeno D (UD/ml) 1439 | 2977 | 510 1195
Concentracion de HC-ADN (pg/ml) 1731 <0,4 702 <0,4
Concentracion de HCP /ug/ml) 79 52 76 55
Recuperacién de antigeno D de la cosecha (5) 57 110 52 122
Eliminacion log de DNA 1,9 >55 2,1 >53
Eliminacién de HCP (%) 25 54 38 55

Ejemplo 5: Tratamiento de DB como parte del proceso de fabricacion de sustancias farmacéuticas en la vacuna
contra el poliovirus inactivado (IPV)

Este ejemplo demuestra la purificacion de los serotipos de poliovirus de tipo salvaje (Mahoney, MEF-1 y Saukett) de
una cosecha de cultivo de células en bruto en una escala de 20L. Los pasos del proceso posterior involucrados se
muestran en la Figura 3.

Las células PER.C6 se cultivaron en un medio de cultivo libre de suero en un bioreactor de 10 | operado en modo de
perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x108 cv/mL. Antes de la infeccion con poliovirus serotipo 1
(Mahoney), tipo 2 (MEF-1) o tipo 3 (Saukett), el cultivo se dividié en tres bioreactores y se diluyé con medio de
cultivo fresco a una densidad celular viable de 12x108 cv/mL, 11x108 cv/mL y 13x10°% cv/mL respectivamente. El
proceso de infeccidn por lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 | a 35 °C a una multiplicidad de infeccién de 1.

En el momento de la recoleccién, 23 horas después de la infeccién, se afiadié solucion madre de DB a los
bioreactores durante un periodo de 30 minutos, hasta una concentracién final de DB de 2,2 mM. Después de la
adicion del detergente, la cosecha tratada con DB se mezclé durante 60 min. Posteriormente, se realizd la
clarificacion pasando la cosecha tratada con DB a través de una serie de filtros, es decir, dos filtros Millistak DOHC
POD de 8-4/1,5-0,6 um en paralelo, seguidos de un filtro Sartopore 2 de 0,8/0,45 um, un unico filtro Sep Q y
finalmente un filtro Millipak de 0,22 pm.

La cosecha clarificada de dos filtraciones se agrupé, se acidificé a pH 5,0 y se diluyé hasta una conductividad de 11
mS/cm y se filtré sobre un filtro de Sartorius Sartopore 0,8/0,45 um antes de cargarlo en una membrana Sartorius
Sartobind S. El virus se recuperé de la membrana por elucién en etapas utilizando PBS. En la etapa final, la fraccion
de virus de intercambio catiénico (CEX) se cargd en una columna empaquetada con resina de cromatografia de
exclusién de tamafio Sepharose 6FF con un rango de fraccionamiento de 10-4000 kDa. Durante la elucion
isocratica, los HCP residuales se separaron de la fraccion de virus, y también la matriz del poliovirus se intercambio
completamente a un tampdn de fosfato que contenia NaCl.
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Después de la purificacion, la solucion de virus purificada se diluyd adicionalmente con un tampén de eluciéon SEC a
una unidad de absorbancia predefinida (DO 260 nm), luego se agregaron M199 y glicina (concentracion final 5 g/L) y
el fluido se filtrd en un filtro de tamafio de poro de 0,22 um antes de la inactivacion con formaldehido.

La inactivacion se realizé con formalina al 0,025% durante 13 dias (con una filtracién entre medias de 0,22 um) a 37
°C de acuerdo con los requisitos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Farmacopea Europea (EP).

En el proceso descrito anteriormente, los intermediarios principales del producto, la cosecha bruta, la cosecha
clarificada, el eluido de SEC y el virus de la polio inactivado (IPV) se analizaron para determinar la cantidad de virus,
el ADN de la célula huésped y la proteina total (PT) utilizando un ELISA de antigeno D, Q-PCR y ensayo de Bradford
respectivamente.

Resultados y discusion

La tabla 3 resume los atributos de calidad y los rendimientos de poliovirus purificado por serotipo. La concentracion
de ADN vy proteina especifica residual cumple con los requisitos reglamentarios (OMS/EP). Ademas, la relacion de
absorbancia DO260/D0280 es indicativa de virus altamente purificados (Westdijk et al., 2011). Finalmente, los geles
de SDS-PAGE de los diferentes serotipos muestran cuatro bandas de proteinas principales correspondientes a las
proteinas de superficie del poliovirus (Figura 5). Por lo tanto, el proceso de purificacién descrito aqui es robusto para
la purificacion de los tres serotipos, independientemente de las diferencias en las propiedades superficiales de los
serotipos y los titulos de virus en el momento de la recoleccion.

Tabla 3: Calidad del virus de la polio inactivado monovalente y el poliovirus purificado (eluato de SEC) para el
roceso de fabricacion del virus de la polio inactivado monovalente

Serotipos virus de la polio inactivado monovalente eluato de SEC
antigeno D | TP/UD HC-ADN D0O260/DO280 | Pureza en el gel SDS-page
(UD/mL) (ug/UD) (pg/UD) ()
Mahoney 2014 0,008 <0,2 1,67 VP1, VP2, VP3 y VP4 son las
MEF-1 343 0,037 <1,2 1,75 bandas principales (Ver Figura 5)
Saukett 1201 0,012 <0,3 1,71

El rendimiento del proceso se evalla en funcién de la eliminacién de las impurezas de la célula huésped, el ADN y el
HCP, asi como los rendimientos por etapas para las diferentes etapas de produccion. Los resultados se muestran en
la Tabla 4.

Tabla 4: Rendimiento del proceso de fabricacién del virus de la polio inactivado monovalente

Etapa  del | Recuperacién del antigeno D [%] Eliminacién de HCP [%] Eliminacién log de ADN
proceso

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 1 Tipo 2 Tipo3 | Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Cosecha 86 77 101 40 51 42 > 5,6 > 5,6 >5,5
Purificacion 42 39 56 >99,9 >99,9 >99,9 * * *
Inactivacién 89 77 82 NA NA NA NA NA NA
General 32 23 46 >99,9 >99,9 >99,9 >5,6 >5,6 >5,5

* No se pudo determinar la eliminacién ya que la alimentacion ya estaba por debajo del nivel de deteccion

Para los tres serotipos, los niveles de HC-ADN residual después de la etapa de clarificacion estan por debajo del
limite de cuantificacion. La Tabla 5 muestra la productividad general del poliovirus expresado en dosis
equivalentes/ml de cultivo celular. Este célculo se basa en una proporcién de 40:8:32 de unidades de antigeno
D/dosis para poliovirus de tipo 1-3. La comparacion de la productividad final después de la inactivacion muestra que
este proceso supera la actual plataforma de proceso de células VERO para la fabricacion de IPV en todo el mundo,
que produce un cultivo de virus de 0,64, 1,04 y 0,34 dosis/ml para los tipos 1-3 respectivamente (Kreeftenberg,
2007). Por lo tanto, se puede concluir que a pesar del alto nivel de impureza inicial en la alimentaciéon que se origina
a partir de la cosecha de alta densidad celular, se desarrollé6 un proceso de alta resolucién y alta recuperacién, que
produjo una productividad insuperablemente alta para la produccion masiva de virus de polio inactivado monovalente
como parte integral de la fabricacién de vacunas IPV.

Tabla 5: Productividad del proceso de fabricacion del virus de la polio inactivada monovalente de 20 L (n° dosis
equivalentes/ml cultivo celular)

Producto intermedio Tipo 1 (Mahoney) | Tipo 2 (MEF-1) | Tipo 3 (Saukett)
Cosecha en bruto 69 37 29
Cosecha clarificada 53 32 29
Cosecha purificada 22 12 16
Cantidad de virus de la polio inactivado 20 9,4 13
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Ejemplo 6: Aumento de los rendimientos de la purificacion de poliovirus de la cosecha de cultivo celular en bruto
mediante la adicion de diferentes detergentes catiénicos.

Las células PER.C6® se cultivaron en un medio de cultivo libre de suero en un bioreactor de 10 | operado en modo
de perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x108 cv/mL. Antes de la infeccidn con poliovirus de tipo
2 (MEF-1), el cultivo se diluyé con medio de cultivo fresco hasta una densidad celular viable de aproximadamente
12,5x108 cv/mL. El proceso de infeccion por lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 | a 35 °C, a una multiplicidad de
infeccion de 1. En el momento de la cosecha, 20-24 horas después de la infeccion, se tomd una muestra de 120 ml
que se distribuy6 posteriormente en 18 alicuotas de 5 ml.

Con el fin de determinar el efecto de un detergente sobre el cultivos de células en bruto que contiene poliovirus, se
realizé un experimento de titulacion con varios detergentes catiénicos; bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB),
cloruro de hexadecilpiridinio (CPC) y cloruro de bencetonio (BTC). Se anadié una cantidad fija de soluciones madre
de CTAB, CPC y BTC (69, 70, 56 mM, respectivamente, todas con NaCl 40 mM) a las alicuotas de la cosecha a una
concentracion de detergente diana (entre 0 y 4 mM). Las muestras se mezclaron completamente y se incubaron
durante una hora a 35 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g para depositar
el ADN precipitado. Las muestras de sobrenadante se analizaron para determinar la cantidad de virus mediante
ELISA de antigeno D y mediante Q-PCR para el ADN de la célula huésped.

La Fig. 6 (A) muestra la liberacion de antigeno D a partir de cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen
poliovirus como resultado del tratamiento con diferentes detergentes catidnicos; CTAB, CPC y BTC,
respectivamente. Las concentraciones de antigeno D en el sobrenadante, que se corrigen para la dilucidon de adicion
de detergente, se describen en funcidon de la concentracion de detergente. La Fig. 6 (A) revela que después de la
adicion de un detergente (CTAB, CPC y BTC), el titulo del virus aumenté sustancialmente en comparacion con antes
de la adicién de un detergente (CTAB, CPC y BTC). Para cada detergente cationico, se puede observar el mismo
patron, es decir, aumentar la concentracion de detergente (CTAB, CPC y BTC) conduce a una mayor liberacion de
virus de la cosecha de células en bruto en la fase liquida.

La Fig. 6 (B) muestra la precipitaciéon del ADN de la célula huésped en cosechas de cultivos celulares en bruto que
contienen poliovirus como resultado del tratamiento con un detergente (CTAB, CPC y BTC). Las concentraciones en
el eje y, se han corregido para el factor de dilucion del detergente. Para cada detergente cationico, se puede
observar el mismo patrén, es decir, el ADN de la célula huésped se precipita de la cosecha de cultivo celular en
bruto. La Fig. 6 (B) indica claramente que se produjo una clarificacion efectiva del ADN en las alicuotas para
concentraciones de detergente (CTAB, CPC o BTC) por encima de 0,5 mM.

Dado que el aumento de detergente no condujo a la precipitacion del poliovirus, una persona experta en la técnica
extrapolaria estos resultados a suspensiones celulares que contienen poliovirus de densidades celulares aun mas
altas, por ejemplo. de aproximadamente 70x108 células/ml, por ejemplo, de aproximadamente 90x108 células/ml, por
ejemplo, hasta aproximadamente 120x108 células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 150x10°® células/ml. El
experto en la materia concluiria que el poliovirus de tales cosechas de cultivos celulares en bruto de alta densidad
celular puede purificarse mediante los métodos de la presente invencion.

Ejemplo 7: Aumento de los rendimientos de la purificacion de poliovirus de la cosecha de cultivo celular en bruto
mediante la adicion de diferentes tipos de detergentes (anidnicos, zwitteridnicos y no idnicos).

Las células PER.C6® se cultivaron en un medio de cultivo libre de suero en un bioreactor de 10 | operado en modo
de perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x10° cv/mL. Antes de la infeccion con el virus de la polio
tipo 2 (MEF-1), el cultivo se diluyd con medio de cultivo fresco hasta una densidad celular viable de
aproximadamente 12,5x10° cv/mL. El proceso de infeccion por lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 1 a 35 °C, a una
multiplicidad de infeccion de 1. En el momento de la cosecha, 20-24 horas después de la infeccion, se tomé una
muestra de 240 ml que se distribuyd posteriormente en 42 alicuotas de 5 ml.

Con el fin de determinar el efecto de un detergente sobre las cosechas de células en bruto que contienen el
poliovirus, se realizd un experimento de valoracion con diferentes tipos de detergentes. Se utilizaron detergentes
anionicos (hidrato de taurodeoxicolato de sodio (STH) y dodecilsulfato de sodio (SDS)), detergentes zwitteridonicos
(3-(N,N-dimetilmiristilamonio)propanosulfonato (SB3-14), y 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
(CHAPS)), y detergentes no idnicos (4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton® X-100) y decil B-D-1-
tiomaltopirandsido (DTP)) como detergentes ejemplares para su clase de detergente. Se afadié una cantidad fija de
soluciones madre de detergente a las alicuotas de la cosecha a una concentracion de detergente diana. La
concentracion de detergente objetivo para los detergentes anidnicos (STH y SDS), los detergentes zwitteridnicos
(SB3-14 y CHAPS) y los detergentes no idnicos (Triton® X-100 y DTP) estuvo entre 0 y 4 mM. Las muestras de
todos los tipos de detergentes (anidnicos, zwitteridnicos, no iénicos) se mezclaron completamente y se incubaron
durante una hora a 35 °C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 g para depositar
el ADN precipitado. Las muestras de sobrenadante se analizaron para determinar la cantidad de virus mediante
ELISA de antigeno D y mediante Q-PCR para el ADN de la célula huésped.
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La Fig. 7 (A, B y C) muestra la liberaciéon de antigeno D de las cosechas de cultivos celulares en bruto que contienen
poliovirus como resultado del tratamiento con diferentes tipos de detergentes; detergentes aniénicos (STH y SDS),
detergentes zwitterionicos (SB3-14 y CHAPS) y detergentes no idnicos (Triton® X-100 y DTP), respectivamente. Las
concentraciones de antigeno D en el sobrenadante, que se corrigen para la dilucién de adicién de detergente, se
describen en funcién de la concentracion de detergente. Fig.7 (A, B y C) describe que tras la adicion de un
detergente (STH, SDS, SB3-14, CHAPS, Triton® X- 100 y DTP), el titulo del virus aumenté sustancialmente en
comparacion con antes de la adicion de un detergente (STH, SDS, SB3-14, CHAPS, Triton ® X-100 y DTP). Para
cada tipo de detergente (anidnico, zwitteriénico o no iénico), se puede observar el mismo patrén, es decir, aumentar
la concentraciéon del detergente (STH, SDS, SB3-14, CHAPS, Triton® X-100 y DTP) conduce a un aumento de la
liberacion del virus de la cosecha de células en bruto en la fase liquida.

La Fig. 8 (A, B y C) muestra la liberacion de ADN de la célula huésped a partir de cosechas de cultivos celulares en
bruto que contienen poliovirus como resultado del tratamiento con un detergente (STH, SDS, SB3-14, CHAPS,
Triton® X-100 y DTP)). Las concentraciones en el eje y, se han corregido para el factor de diluciéon del detergente.
Para cada tipo de detergente (anionico, zwitteridnico o no idnico), se puede observar el mismo patron, es decir, el
aumento de la concentracion del detergente (STH, SDS, SB3-14, CHAPS, Triton® X-100 y DTP) conduce a un
aumento de la liberacién de ADN celular de la célula huésped de la cosecha de células en bruto en la fase liquida.

Dado que el aumento de la concentracion de los tipos de detergente (anidnico, zwitteriénico o no iénico) no condujo
a la precipitacion del poliovirus, un experto en la técnica puede extrapolar estos resultados a suspensiones celulares
que contienen poliovirus de densidades celulares aln mayores, por ejemplo. de aproximadamente 70x10°
células/ml, por ejemplo, de aproximadamente 90x10°® células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 120x10°
células/ml, por ejemplo, hasta aproximadamente 150x108 células/ml. El experto en la materia concluiria que el
poliovirus de tales cosechas de cultivos celulares en bruto de alta densidad celular puede purificarse mediante los
métodos de la presente invencion.

Ejemplo 8: Tratamiento de DB y clarificacion como parte del tren de purificacion Sabin IPV

Este ejemplo describe la aplicacion del proceso de recoleccion (tratamiento DB seguido de clarificacion celular)
como parte del proceso de purificacion de los serotipos de poliovirus atenuados (Sabin tipo 1, Sabin tipo 2 y Sabin
tipo 3) de cosechas de cultivos de células en bruto.

Las células, de la linea celular PER.CB, se cultivaron en un medio de cultivo libre de suero en un bioreactor de 10 |
operado en modo de perfusion a una densidad celular de aproximadamente 50x10° cv/mL. Antes de la infeccion con
serotipos de poliovirus de tipo 1 (Sabin tipo 1), tipo 2 (Sabin tipo 2) o tipo 3 (Sabin tipo 3), el cultivo se diluyé con
medio de cultivo fresco hasta una densidad celular viable de 12,5x10% cv/mL o 25x108 cv/mL. La multiplicidad de
infeccion de 1 y 0,1 se usd para los cultivos celulares de 12,5x108 cv/mL y 25x108 cv/mL, respectivamente. En
ambos casos, el proceso de infeccion por lotes tuvo lugar en bioreactores de 10 1 a 32,5 °C.

En el momento de la cosecha (48 horas después de la infeccion por Sabin tipo 1 o Sabin tipo 3, y 72 horas después
de la infeccion por Sabin tipo 2), se afadié una solucion de DB a los bioreactores durante un periodo de 30 minutos,
a una concentracion final de DB de 2,2 mM. Después de la adicion del detergente, la cosecha tratada con DB (~ 11 1)
se mezclé durante 60 min. Finalmente, la cosecha tratada con DB se clarificd y se purificd de manera similar a como
se describe para Salk IPV en la Figura 4 y el Ejemplo 5.

La tabla 6 muestra la recuperacion global de antigeno D y la eliminacion de HC-ADN de la etapa de tratamiento de
DB seguida de una filtracién en serie. La Tabla 7 resume los atributos de calidad del poliovirus Sabin purificado.

Tabla 6: Recuperacion del antigeno D y concentracion de HC-ADN después del tratamiento con DB y la etapa de
clarificacion celular.

Serotipos VCDAI (x 108 cv/mL) | Recuperacion de antigeno D (%) | HC-ADN (ng/ml)
Sabin tipo 2 12,5 126 <0,4

Sabin tipo 3 12,5 105 <0,4

Sabin tipo 1 25 83 <0,4

Sabin tipo 2 25 76 <0,4

Sabin tipo 3 25 85 <0,4

Tabla 7: Calidad del virus de polio Sabin purificado antes de la inactivacién

Serotipos VCDAI (x 108 cv/mL) TP/UD (ug/UD) HC-DNA (pg/UD) D0260/D0O280 (-)
Sabin tipo 2 12,5 0,040 <1,3 1,72
Sabin tipo 3 12,5 0,004 <0,2 1,63
Sabin tipo 1 25 0,009 <0,3 1,74
Sabin tipo 2 25 0,03 <11 1,67
Sabin tipo 3 25 - <0,3 1,84

* No disponible debido a uno o mas datos perdidos.
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Los resultados para el proceso del virus de la polio de Sabin muestran una gran similitud con los resultados
obtenidos para las cepas de tipo salvaje. También para las cepas del virus de la polio Sabin, el proceso combinado
de recoleccion y clarificacion del DB logra una alta recuperacién del virus con la eliminacion completa del ADN-HC
(Tabla 6). La Tabla 7 muestra que las cosechas de cultivos de virus de la polio Sabin basadas en PER.C6® se
podrian purificar suficientemente usando el proceso de recoleccion y purificacion descrito en la invencion. La
concentracion de ADN y proteina especifica residual cumple con los requisitos reglamentarios (OMS/EP). Ademas,
la relacion de absorbancia DO260/DO280 es indicativa de virus altamente purificados (Westdijk et al., 2011). La
pureza general es la misma que la obtenida para las cepas del virus de la poliomielitis de tipo salvaje (consulte la
Tabla 3 en el ejemplo 5).

Los resultados son muy prometedores, especialmente cuando se considera que los dos tipos de virus, tipo salvaje y
cepas Sabin, difieren en la carga neta de la superficie (Thomassen et al., 2013). Esto demuestra una vez mas la
robustez del proceso genérico de fabricacién de vacunas contra el virus de la polio de alta productividad.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para purificar poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto, comprendiendo dicho método las
etapas de:

a) agregar un detergente a la cosecha de cultivo celular en bruto;
b) clarificar dicha cosecha de cultivo celular que contiene poliovirus para obtener una cosecha clarificada
con particulas de poliovirus.

2. Un método para mejorar la liberacion de poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto, comprendiendo
dicho método las etapas de:

a) agregar un detergente a la cosecha de cultivo de células en bruto;
b) clarificar dicha cosecha de cultivo celular que contiene poliovirus para obtener una cosecha clarificada
con particulas de poliovirus.

3. Un método para purificar poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto, comprendiendo dicho método las
etapas de:

a) agregar un detergente a la cosecha de cultivo de células en bruto;

b) clarificar dicho cultivo celular que contiene poliovirus para obtener una cosecha clarificada con particulas
de poliovirus; y

c) someter la cosecha clarificada obtenida en el paso b) a un paso de captura para obtener una suspension
que contiene poliovirus.

4. Un método para purificar poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto de acuerdo con la reivindicacion 3,
en el que dicha etapa de captura es una etapa de cromatografia de intercambio catiénico.

5. Un método para purificar poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto de acuerdo con la reivindicacion 3 o
4, en el que el poliovirus obtenido en la etapa c) se separa adicionalmente de la suspensién que contiene poliovirus
por exclusion de tamafio.

6. Un método para purificar poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto de acuerdo con la reivindicacion 5,
en el que dicha exclusion por tamafo se realiza mediante cromatografia de exclusion por tamafo.

7. Un método para purificar poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto, comprendiendo dicho método las
etapas de:

a) agregar un detergente a la cosecha de cultivo celular en bruto

b) clarificar dicho cultivo de células que contiene poliovirus para obtener una cosecha clarificada con
particulas de poliovirus;

c) someter la cosecha clarificada obtenida en la etapa b) a una etapa de cromatografia de intercambio
cationico para obtener una suspensién que contiene poliovirus;

d) una purificacion adicional separando el poliovirus de la suspension que contiene poliovirus mediante
cromatografia de exclusion por tamafo.

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que dicho detergente es seleccionado del
grupo de detergentes cationicos, detergentes anionicos, detergentes no idnicos y detergentes zwitteridnicos.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho detergente es un detergente catidnico.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicho detergente catidnico se selecciona del grupo de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), cloruro de hexadecilpiridinio (CPC), cloruro de bencetonio (BTC) y
bromuro de domifeno (DB).

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el detergente cationico es bromuro de domifeno (DB).

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho detergente es un detergente aniénico.

13. Un método de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que dicho detergente anidnico se selecciona del grupo de
hidrato de taurodeoxicolato de sodio (STH), dodecilsulfato de sodio (SDS).

14. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el detergente es un detergente no idnico.

15. Un método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dicho detergente no iénico se selecciona del grupo de
4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton® X-100) y decil-B-D-1-tiomaltopirandsido (DTP).
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16. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el detergente es un detergente zwitteriénico.

17. Un método de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicho detergente zwitteridnico se selecciona del grupo
de 3-(N,N-dimetilrististiiamonio)propanosulfonato (SB3-14), 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonato
(CHAPS).

18. El uso de un detergente para mejorar la liberacion de poliovirus de una cosecha de cultivo celular en bruto.
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