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DESCRIPCION
Proceso de purificacion aséptica para virus
CAMPO DE LA INVENCION
La divulgacion se refiere a procesos para la purificacion de virus.
ANTECEDENTES

Las agencias reguladoras como la Organizacion Mundial de la Salud establecen estandares y directrices para la
produccién de composiciones farmacéuticas administradas a seres humanos, tales como vacunas, que limitan la
cantidad y los componentes de las composiciones. Por ejemplo, para las vacunas, las preparaciones de vacuna
deben ser estériles (es decir, exentas de organismos de replicacion independiente) y no deben contener mas de
10 ng de ADN por dosis humana, entre otros requisitos. Dichos estandares se aplican para garantizar la seguridad
de la composicién para la administracion a seres humanos, pero pueden introducir desafios en los procesos usados
para producir las composiciones.

SUMARIO

Los aspectos de la invencion proporcionan procesos para la purificacion de particulas de virus que comprenden las
etapas de (a) proporcionar un medio liquido que comprende particulas de virus, en el que las particulas de virus
tienen un diametro superior a aproximadamente 100 nm; (b) poner en contacto las particulas de virus con una matriz
en fase solida que comprende un nucleo activado por ligando y una envoltura inactiva que comprende poros, en €l
que el umbral de corte de peso molecular de los poros impide que las particulas de virus entren en el nucleo
activado por ligando, y en el que una molécula mas pequeia que el umbral de corte de peso molecular de los poros
puede entrar en el nucleo activado por ligando; y (c) separar la matriz en fase sdlida de las particulas de virus por
filtracion para producir una preparacion de virus final; en el que el proceso se realiza en condiciones asépticas.

En algunas realizaciones, el medio liquido que comprende las particulas de virus se somete a una o mas etapas de
purificacion previa antes de la etapa (b). En algunas realizaciones, la etapa de purificacion previa comprende (a)
digerir el ADN genémico de la célula hospedadora en el medio liquido que comprende la pluralidad de los virus o
particulas de virus por tratamiento enzimatico; y/o (b) ultra/diafiltracion del medio liquido que comprende la pluralidad
de los virus o particulas de virus usando una membrana de fibra hueca que tiene un tamafio de poro igual o superior
a 750 kDa.

En algunas realizaciones, las particulas de virus tienen un diametro de aproximadamente 200 nm, 300 nm, 400 nm,
500 nm o mas. En algunas realizaciones, el virus es un virus vivo, un virus vivo atenuado, un virus vivo modificado, o
un virus vivo recombinante. En algunas realizaciones, el virus pertenece a una familia de virus seleccionada entre el
grupo que consiste en Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Flaviviridae, Filoviridae, Arenaviridae, Rhabdoviridae, y
Coronaviridae. En algunas realizaciones, el virus pertenece a la familia de virus Paramyxoviridae (que esta vivo o
inactivado). En algunas realizaciones, el virus es el virus del sarampién.

En algunas realizaciones, la molécula que entra en el nucleo de la matriz en fase soélida tiene un peso molecular
inferior a 700 kDa. En algunas realizaciones, el ligando del nucleo activado por ligando de la matriz en fase sdlida es
capaz de unirse a la molécula que entra en el nucleo activado por ligando mediante interacciones catidnicas,
anionicas, hidrofébicas o mixtas. En algunas realizaciones, el ligando del nucleo activado por ligando de la matriz en
fase solida es octilamina. En algunas realizaciones, la matriz en fase soélida se usa como una suspension y a una
concentracion final entre un 2,5 % (v/v) y un 30 % (v/v), preferentemente un 3,3 %, un 5 %, un 6,6 % o un 10 %, lo
mas preferentemente un 10 %. En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida se incuba con el medio liquido que
comprende las particulas de virus a temperatura ambiente (de 20 °C a 25 °C) con agitacion durante al menos 1 hora,
preferentemente 2 horas, 3 horas o0 4 horas, lo mas preferentemente 2 horas.

En algunas realizaciones, la reduccion relativa de impurezas de la preparacion de virus final con respecto al medio
liqguido que comprende la pluralidad de los virus o particulas de virus esta en un intervalo de un 60 a un 95 %. En
algunas realizaciones, la impureza residual de la preparacion de virus final es inferior a un 1 %.

En algunas realizaciones, la filtracion de la etapa (c) de la reivindicacion 1 se lleva a cabo usando un filtro que tiene
un tamafrio de poro igual o superior a 1 ym. En algunas realizaciones, el proceso va seguido por una o mas etapa(s)
de filtracién aséptica.

En algunas realizaciones, el virus se propaga en una linea celular seleccionada entre el grupo que consiste en una
linea de células EB66, una linea de células Vero, una linea de células Vero-aHis, una linea de células HelLa, una
linea de células a HeLa-S3, una linea de células 293, una linea de células PC12, una linea de células CHO, una
linea de células 3T3, una linea de células PerC6, una linea de células MDSK, una linea de células de fibroblastos
embrionarios de pollo, una linea de células de pato, y una linea de células aviares diploides. En algunas
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realizaciones, dicha linea celular es una linea de células de pato. En algunas realizaciones, dicha linea celular es
una linea de células aviares diploides. En algunas realizaciones, dicha linea celular es la linea de células EB66.

Los aspectos de la invencién proporcionan un uso de cualquiera de los procesos que se describen en el presente
documento para fabricar una composicién para la inmunizacién frente a una infeccién viral.

Otros aspectos proporcionan composiciones que comprenden las particulas de virus que se pueden obtener
mediante cualquiera de los procesos que se describen en el presente documento para tratar y/o prevenir una
infeccion viral.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

No se pretende dibujar a escala los dibujos adjuntos. Las Figuras son solo ilustrativas y no son necesarias para
permitir la divulgacién. Para fines de claridad, no todos los componentes se pueden etiquetar en cada dibujo. En los
dibujos:

La Figura 1 muestra una vision general del proceso de purificacion del virus del sarampion.

La Figura 2 muestra trazas de cromatografia de exclusion por tamarfio (SEC) para el virus del sarampién en
diferentes etapas de la purificaciéon. La insercion muestra las trazas de SEC tanto para el virus del sarampién
(pico a la izquierda) como para impurezas (pico a la derecha).

Las Figuras 3A-3B muestran la presencia de proteinas de la célula hospedadora (HCP) en muestras durante
diversas etapas del proceso de purificacion. La Figura 3A muestra un gel de SDS-PAGE representativo con
tincion de plata. La Figura 3B muestra una transferencia de Western representativa usando un anticuerpo
primario anti-EB66-HCP-IgG.

La Figura 4A-4C muestra la monitorizacion de la presencia de HCP en muestras después de diafiltracion y
tratamiento con BENZONASE®. La Figura 4A muestra un gel de SDS-PAGE representativo con tincion de plata.
La Figura 4B muestra una transferencia de Western representativa usando un anticuerpo primario anti-EB66-
HCP-IgG. La Figura 4C muestra una transferencia de Western representativa usando un anticuerpo primario de
proteina de fusién a virus anti-sarampion.

Las Figuras 5A y 5B presentan analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) del virus del sarampion durante el
proceso de purificacion. La Figura 5A muestra el NTA de una muestra de la extraccion del virus del sarampion.
La Figura 5B muestra el NTA de una muestra sometida a diafiltracion.

La Figura 6 muestra un cromatograma de exclusion por tamafio (sefial de fluorescencia y UV214nm; panel a la
derecha) y determinacion del tamafio del virus mediante dispersion de luz estatica en multiples angulos (MALS;
panel a la izquierda) de una muestra de la extraccién del virus del sarampién (MV-GFP).

La Figura 7 muestra un cromatograma de exclusion por tamafio (sefial de fluorescencia y UVaianm) Y
determinacion del tamafio del virus mediante dispersion de luz estatica en multiples angulos (MALS; insercion)
de una muestra del virus del sarampion (MV-GFP) altamente purificada.

La Figura 8 presenta un diagrama de flujo para adsorcion discontinua después de ultrafiltracion/diafiltracion para
reducir las impurezas de la preparacion de virus.

La Figura 9 muestra un esquema del conjunto del proceso esterilizado previamente.

La Figura 10 presenta el porcentaje de recuperaciones de virus (MV GFP rec.; a rayas) y de impurezas (gris
solido) tal como se evalia mediante cromatografia por exclusion de tamafio seguido por adsorcion discontinua
usando la resina CAPTO® Core 700 o una combinacién de las resinas CAPTO® Core 700 y QSFF o de las
resinas CAPTO® Core 700 e Hidroxiapatita (Hix).

La Figura 11 presenta el porcentaje de recuperaciones de virus (MV GFP rec.; a rayas) y de impurezas (gris
solido) tal como se evalta mediante cromatografia por exclusion de tamafio seguido por adsorcidon discontinua
usando la resina CAPTO® Core 700 a diversas concentraciones de suspension (33 % v/v-2,5 % viv).

La Figura 12 muestra el porcentaje de recuperaciones de virus (pico principal de MV rec.; diamantes) y de
impurezas residuales (rest rec.; cuadrados) en muestras de absorcion discontinua tal como se evaltua mediante
cromatografia de exclusion por tamafrio.

La Figura 13 muestra la reduccion relativa de las impurezas residuales de las muestras procesadas con

adsorcion discontinua con respecto a muestras que no se adsorbieron de forma discontinua.
La Figura 14 presenta el rendimiento general de MV-GFP en muestras procesadas con adsorcion discontinua en
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CAPTO® Core 700 (diamantes) o sin adsorcion discontinua (cuadrados).

La Figura 15 muestra la pureza de MV-GFP en muestras procesadas con adsorcion discontinua en CAPTO®
Core 700 (diamantes) o sin adsorcion discontinua (cuadrados) en diversas etapas durante el proceso de
purificacion tal como se evalia mediante cromatografia por exclusién de tamario.

La Figura 16 muestra la pureza de MV-GFP en muestras procesadas con adsorcion discontinua en CAPTO®
Core 700 ("c¢/ CC700") o sin adsorcion discontinua ("c/s CC700") en diversas etapas durante el proceso de
purificacion tal como se evalia mediante gel SDS-PAGE.

La Figura 17 muestra el porcentaje de impurezas residuales en muestras procesadas con adsorcion discontinua
en CAPTO® Core 700 (diamantes) o sin adsorcion discontinua (cuadrados) en diversas etapas durante el
proceso de purificacion tal como se evalta mediante cromatografia por exclusion de tamafio.

La Figura 18 presenta un esquema que muestra la clasificacion y propiedades de diversas familias de virus
(http://www.nlv.ch/Virologytutorials/Classification.htm).

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se desvelan procesos asépticos para la purificacion de virus y composiciones que
comprenden virus purificados. En la producciéon de composiciones farmacéuticas, tales como composiciones de
vacunas, para la administracion a sujetos, se debe garantizar la esterilidad y la seguridad de la composicion. La
preparacion de composiciones estériles se consigue habitualmente sometiendo una composicion final a filtracion
estéril, es decir, a través de una membrana de filtro de 0,2 ym, antes de su administracién. Para composiciones,
tales como composiciones de vacunas virales, que comprenden virus relativamente grandes (es decir, con un
tamafio aproximadamente 100 nm o superior), la filtraciéon estéril puede dar como resultado una pérdida sustancial
de virus debido a que se retiene en la membrana, lo que reduce el rendimiento viral del proceso de purificacion.
Ademas, algunos virus, tales como el virus del sarampion y otros virus que son sensibles al estrés por cizalladura,
cada etapa del proceso de purificacion se debe llevar a cabo en condiciones suaves, haciendo que los métodos de
esterilizacion alternativos sean inutiles. Los investigadores descubrieron que los métodos de purificacion de virus
que usan filtracion de flujo tangencial no han sido lo suficientemente exitosos y no han sido lo suficientemente
eficaces en la preparacion de composiciones asépticas de virus relativamente grandes, tales como el virus del
sarampion (véase el documento de Patente de Estados Unidos N.° 7.759.104 y ejemplos en el presente documento).
Ademas, mantener y generar un sistema de filtracion de flujo tangencial aséptico es de coste elevado y requiere un
gran esfuerzo. Los procesos que se describen en el presente documento permiten la preparacion de virus en
condiciones asépticas completas dando como resultado una preparacion viral que no requiere filtracion estéril.

La invencion no esta limitada en su aplicacion a los detalles de construccion y la disposicion de los componentes que
se presentan en la siguiente descripcion o que se ilustran en los dibujos. La invencion es capaz de otras
realizaciones y de ser puesta en practica o llevada a cabo de varias maneras. Ademas, las expresiones y la
terminologia usadas en el presente documento son para fines de descripcion y no se deben considerar limitantes. El
uso de "que incluye", "que comprende" o "que tiene", "que contiene", "que implica", y las variaciones de los mismos
en el presente documento, pretende abarcar los elementos que se enumeran en lo sucesivo y sus equivalentes, asi

como los elementos adicionales.

Los aspectos de la invencion se refieren a procesos para purificar un virus. Cualquier virus para el que se desee una
preparacion de virus purificada puede ser compatible con aspectos de la invencion. Los términos "virus", "particula
de virus", "particula viral" y "virién" se pueden usar indistintamente y se refieren a un virus que comprende material
genético rodeado por un revestimiento proteico (capside) y, opcionalmente, una envoltura lipidica. En general, los
virus se pueden clasificar basandose en el material genético del virus contenido en el revestimiento proteico y el
método por el cual el virus es capaz de generar ARN mensajero (ARNm) en una célula infectada (una célula
hospedadora), véase la Figura 18. Por ejemplo, el virus puede ser un virus de ADN o un virus de ARN. En algunas
realizaciones, el virus es un retrovirus, lo que significa que el virus transcribe de manera inversa su acido nucleico a
través de un producto intermedio durante la replicacion. En algunas realizaciones, el virus es un virus de ADN
bicatenario (ADNds), un virus de ADN monocatenario (ADNss), un virus de ARN bicatenario (ARNds), un virus de
ARN monocatenario positivo (ARN+ss), un virus de ARN monocatenario negativo (ARN-ss), un retrovirus de ARN
monocatenario (ARNss-RT), o un retrovirus de ADN bicatenario (ADNds-RT).

Un virus también se puede clasificar basandose en el tipo de célula hospedadora que es capaz de infectar. Como se
usa en el presente documento, un virus es capaz de infectar una célula si puede entrar en la célula, replicarse y
liberarse de la célula. En algunas realizaciones, el virus puede ser un virus muerto o inactivado. En tales ejemplos,
se considera que el virus es capaz de infectar las células hospedadoras en las que el virus podria entrar, replicarse y
liberarse si el virus no se elimind o inactivd. En algunas realizaciones, el virus es capaz de infectar células
eucariotas. En algunas realizaciones, el virus es un virus animal (es decir, capaz de infectar células animales). En
otras realizaciones, el virus es un virus de planta (es decir, capaz de infectar células de plantas).

Los procesos que se describen en el presente documento se pueden usar para purificar virus vivos o virus muertos o

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741011 T3

inactivados. En algunas realizaciones, el virus es un virus vivo atenuado. Por ejemplo, el virus puede tener una
capacidad de infeccion, virulencia y/o replicacion reducida en un hospedador, en comparacién con un virus de tipo
silvestre. En otras realizaciones, el virus puede tener una capacidad de infeccion, virulencia y/o replicaciéon mejorada
en un hospedador, en comparacion con un virus de tipo silvestre. En algunas realizaciones, el virus es un virus
mutado o modificado, por ejemplo, el acido nucleico del virus puede contener al menos una mutacion en relacion con
el virus de tipo silvestre. En algunas realizaciones, el virus es un virus vivo recombinante, es decir, un virus que se
genera de forma recombinante y que puede contener acido nucleico de diferentes fuentes. En algunas realizaciones,
el virus es sensible al estrés por cizalladura. En algunas realizaciones, el virus se manipula con suavidad para
reducir la pérdida del titulo viral y la capacidad infeccion.

En general, el tamafio de los virus varia de aproximadamente 20 nm hasta mas de 1 ym de longitud. Como se
describe en el presente documento, los procesos de preparaciones virales que implican filtracion a través de 0,2 um
("filtracion estéril"), en particular las preparaciones virales para la administracion a sujetos, son dificiles o no posibles
para virus que son aproximadamente 100 nm o mas grandes que el tamario de poro del filtro. Los procesos que se
describen en el presente documento se pueden usar para purificar cualquier virus, pero pueden ser particularmente
Utiles para virus de aproximadamente 100 nm o de mayor tamafio. En algunas realizaciones, los virus tienen como
promedio un tamafio de aproximadamente 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750,
800, 850, 900, 950, o aproximadamente 1000 nm o son de mayor tamafio. En algunas realizaciones, el virus puede
ser un virus pleomorfico, lo que significa que dentro de una poblacion del virus, los virus pueden estar presentes en
diferentes tamafios y/o formas. En algunas realizaciones, el virus pertenece a la familia Paramyxoviridiae,
Orthomyxoviridae, Flavivirdae, Filoviridae, Arenaviridae, Rhabdoviridae, o Coronaviridae. En algunas realizaciones,
el virus es un virus de la familia Retro, Corona, Fil, Rhabdo, Buyna, Orthomyxo, Paramyxo, Arena, Herpes, Irido,
Baculo, o Pox. Los virus particularmente preferentes para su uso con los procesos que se describen en el presente
documento son el virus del sarampién, VIH, mimivirus gigante o el virus del Herpes. En algunas realizaciones, el
virus es una forma de vida atenuada, tal como un virus atenuado de cualquiera de los virus que se describen en el
presente documento, por ejemplo, un virus del sarampion atenuado.

Los aspectos de la invencién que se describen en el presente documento se refieren a procesos asépticos para
purificar un virus. Como se usa en el presente documento, el término "aséptico" se refiere a composiciones,
procesos y condiciones que estan exentas de cualquier organismo vivo contaminante. En algunas realizaciones,
cada etapa del proceso se lleva a cabo en condiciones asépticas de modo que la preparacion del virus resultante
puede estar exenta de organismos vivos que se replican de forma independiente.

Los procesos que se describen en el presente documento proporcionan métodos asépticos para la purificacion de
virus a través de etapas secuenciales que eliminan las impurezas o contaminantes de la preparacion viral. Como se
usa en el presente documento, "impurezas" y "contaminantes" se pueden usar indistintamente y se refieren a
componentes no deseados en la preparacion viral en cualquier etapa durante el proceso de purificacion. En algunas
realizaciones, las impurezas o contaminantes pueden ser células hospedadoras o fragmentos de las mismas,
incluyendo el ADN de la célula hospedadora y/o proteinas de la célula hospedadora; fragmentos virales o acido
nucleico viral; enzimas, tal como la nucleasa BENZONASE®, sales; y componentes del medio liquido. La expresion
"impureza residual" se refiere a cualquier cantidad de impureza o contaminante restante que sigue una o mas etapas
del proceso de purificacion. En algunas realizaciones, las impurezas residuales son las impurezas restantes en la
preparacion viral final.

Los procesos que se describen en el presente documento implican proporcionar un medio liquido que comprende
una pluralidad de virus para la purificacion. Los virus se pueden producir o proporcionar por cualquier método
conocido en la técnica. Por ejemplo, el virus se puede producir al propagarse en un hospedador vivo, un huevo
embrionario, cultivo de tejidos o linea celular, tal como en la linea celular EB66®. La seleccion del método para
producir el virus dependera de varios factores tales como el virus y el tipo de célula hospedadora que es capaz de
replicar y la cantidad de produccién de virus deseada.

En ciertas realizaciones, el virus se propaga en cultivos de células o tejidos. Para la propagacion del virus se puede
usar cualquier célula que sea permisiva (capaz de infectarse con el virus) para la entrada y replicacion del virus. En
algunas realizaciones, las células son células primarias (por ejemplo, células que se han aislado de un organismo
hospedador). En algunas realizaciones, las células son de una linea celular. En algunas realizaciones, la linea
celular se obtiene a partir de células de un mamifero (tal como un mamifero humano o no humano), un ave, un
insecto o una planta. En algunas realizaciones, las células de la linea celular son células EB66®, células Vero,
células Vero-Hisa, células Hela, células HelLa-S3, células 293, células PC12, células CHO, células 3T3, células
PerCS8, fibroblastos embrionarios de pollo (los CEF), o células aviares diploides. En algunas realizaciones, las células
de la linea celular son células que crecen en suspension y no se adhieren. En algunas realizaciones, las células
aviares diploides se obtienen a partir de células madre aviares. En algunas realizaciones, las células aviares
diploides son células de pato. En algunas realizaciones, las células son de la linea celular EB66®.

Después de la replicacién viral en una célula o poblacién celular, el virus se puede liberar a un medio liquido que

rodea la célula infectada. En algunas realizaciones, la célula hospedadora se puede someter a lisis (por ejemplo, por
via enzimatica, por via mecanica) para liberar el virus en el medio liquido. El tipo de medio liquido en el que se libera
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el virus dependera del tipo de célula hospedadora y del método de propagaciéon viral usado. En algunas
realizaciones, el medio liquido contiene suero, plasma, sangre, liquido extracelular, liquido alantoico, liquido
amnidtico, saco vitelino, tampdn o medio de cultivo celular o tisular. Se puede usar cualquier medio de cultivo celular
o tisular que soporte el crecimiento de la célula o poblacién celular.

En algunas realizaciones, las células se cultivan como una monocapa sobre un sustrato de cultivo, tal como un
matraz, una placa o una lamina. En tales realizaciones, el virus se extrae de las células eliminando el medio de
cultivo de las células. En algunas realizaciones, las células se someten a lisis para liberar el virus en el medio de
cultivo y el medio de cultivo se recoge para extraer el virus. En otras realizaciones, las células se hacen crecer en
suspension en la que las células estan flotando o solo se adhieren ligeramente al sustrato de cultivo. En algunas
realizaciones, el sustrato de cultivo puede ser un matraz rodante, matraz agitador, matraz de centrifugacion, o
biorreactor. Ademas en otras realizaciones, las células se cultivan en un cultivo mixto en el que una parte de las
células se adhieren al sustrato de cultivo y una parte de las células estan flotando y no son adherentes. En algunas
realizaciones, las células y el virus estan presentes en el medio liquido.

Los métodos para cultivar células seran evidentes para un experto en la materia. Véase, por ejemplo, General
Techniques of Cell Culture, Cambridge University Press, Cambridge, Reino Unido.

En algunas realizaciones, el medio liquido que contiene el virus se somete a una o mas etapas de purificacion
previa. En algunas realizaciones, se puede usar una o mas etapas de purificacion previa, por ejemplo, para reducir la
presencia de una o mas impurezas o contaminantes, eliminar células hospedadoras o fragmentos de las mismas,
mejorar el rendimiento del virus y/o reducir el tiempo total de procesamiento.

En algunas realizaciones, cualquier célula hospedadora o fragmentos de la misma se pueden separar o eliminar del
medio liquido que comprende el virus mediante cualquier medio adecuado conocido en la técnica. En algunas
realizaciones, las células hospedadoras se eliminan mediante centrifugacion o filtraciéon del medio liquido. La
centrifugacion se puede realizar a una velocidad y una duraciéon que dé como resultado la separacion de las células
hospedadoras o fragmentos de las mismas del virus. Por ejemplo, las células hospedadoras o fragmentos de la
misma forman un sedimento mientras el virus permanece en el medio liquido. Alternativamente o ademas, se
pueden usar métodos de filtracion, tales como filtracién por membrana, para eliminar las células hospedadoras o
fragmentos de las mismas del medio liquido que contiene el virus (por ejemplo, ultrafiltracion). En algunas
realizaciones, se selecciona una membrana de filiro de un modo tal que el virus pueda pasar a través del filtro pero
las células hospedadoras y fragmentos de las mismas permanecen atrapados en la membrana.

En algunas realizaciones, la una o mas etapas de purificacion previa implican la degradacion del ADN genémico de
la célula hospedadora en el medio liquido que comprende el virus. En algunas realizaciones, el ADN genémico de la
célula hospedadora se degrada mediante tratamiento enzimatico. Cualquier enzima de degradacién del ADN puede
ser compatible con los procesos que se describen en el presente documento. En algunas realizaciones, la enzima es
una nucleasa. En algunas realizaciones, la nucleasa degrada tanto el ADN como el ARN. Los ejemplos no limitantes
de nucleasas incluyen, pero no se limitan a, BENZONASE®, ADNsa I, ADNsa Il, Exonucleasa Il, nucleasa
microcdcica, nucleasa P1, nucleasa S1, fosfodiesterasa |, fosfodiesterasa Il, ARNsa A, ARNsa H, ARNsa T1, o
endonucleasa T7. En algunas realizaciones, el tratamiento enzimatico de degradacion del ADN reduce o elimina la
presencia de fragmentos de ADN con una longitud superior a aproximadamente 200 pares de bases. La
concentracion enzimatica, el tiempo de incubacién y la temperatura para degradar el acido nucleico en el medio
liguido que comprende el virus seran evidentes para alguien con experiencia en la materia. En algunas
realizaciones, la concentracion iénica (por ejemplo, Mg2+, Mn2+) y/o el pH del medio liquido que comprende el virus
también se puede optimizar para aumentar o reducir la actividad de la enzima. Las enzimas que degradan el ADN se
pueden aislar u obtener a partir de cualquier fuente conocida en la técnica, por ejemplo, la enzima puede ser una
enzima microbiana, vegetal o de mamifero; se puede producir de forma recombinante y/o esta disponible en el
mercado.

En algunas realizaciones, la una o mas etapas de purificacion previa implican ultrafiltracion y/o diafiltracion del medio
liquido que comprende el virus. Como se usa en el presente documento, "ultrafiltracion” se refiere a un método para
separar componentes de una mezcla basandose en el tamafo o peso molecular de los componentes al pasar el
medio liquido a través de una membrana semipermeable. Los componentes que tienen un peso molecular mayor
que el tamario de poro (el umbral de corte de peso molecular (MWCO)) de la membrana semipermeable se retienen
en la membrana, mientras que los componentes de menor peso molecular pueden pasar a través de la membrana.
Como se usa en el presente documento, "diafiltracion" se refiere a un método para reducir la concentracién de un
componente, tal como una impureza o contaminante, en una mezcla, y/o intercambio de tampones. La diafiltracion
se puede llevar a cabo mediante cualquiera de una serie de métodos, por ejemplo, diafiltracion continua, diafiltracion
discontinua o diafiltracion secuencial. En algunas realizaciones, los métodos de ultrafiltracion y diafiltracion se
realizan de forma simultanea o secuencial.

En algunas realizaciones, la ultrafiltracion y la diafiltracion se llevan a cabo usando filtracion de flujo tangencial.

Como se usa en el presente documento, "filtracion de flujo tangencial”, también denominada "filtracién de flujo
cruzado", es un método de filtracién en el que la corriente de alimentacion (es decir, el medio liquido que contiene el

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741011 T3

virus) es tangencial a la membrana de filtro. En algunas realizaciones, la filtracion de flujo tangencial se lleva a cabo
mediante una membrana de fibra hueca. La corriente de alimentacién se alimenta a la fibra tubular y los
componentes de la alimentaciéon que son mas pequefios que el MWCO de la membrana pueden pasar a través de la
corriente y salir de ella, mientras que los componentes mas grandes se mantienen en la corriente y pueden
recircularse a través del sistema. Se puede afiadir continuamente medio liquido adicional o un tampén alternativo a
la corriente a la misma velocidad que la eliminacion de pequefios componentes de la mezcla, manteniendo de ese
modo una concentracion constante de virus. En algunas realizaciones, el medio liquido que comprende el virus se
somete aalmenos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
o al menos 30 intercambios de volumen de medio liquido o un tampodn alternativo. Los ejemplos no limitantes de
tampones alternativos incluyen solucién tamponada con fosfato (PBS), solucion salina tamponada con fosfato
modificada por Dulbecco (DPBS), solucién salina equilibrada de Earle (EBSS), solucion salina equilibrada de Hank
(HBSS) o agua.

En algunas realizaciones, el MWCO de la membrana es al menos 500 kilodaltons (kDa), 510, 520, 530, 540, 550,
560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780,
790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, o al menos 900 kDa. En algunas realizaciones, el MWCO de
la membrana es superior o igual a 750 kDa.

Los aspectos de la divulgacion se refieren a poner en contacto el medio liquido que comprende el virus con una
matriz en fase solida. En algunas realizaciones, el medio liquido que comprende el virus se pone en contacto con
una matriz en fase sélida mediante adsorcién discontinua. Como se usa en el presente documento, "adsorcion
discontinua" se refiere a un método en el que una matriz en fase sélida se afade a una mezcla de componentes en
fase liquida (por ejemplo, el medio liquido que comprende el virus) incluye una molécula para la cual se desea la
purificacion (por ejemplo, un virus). En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida se suspende en una solucion
tampon denominada suspension. La matriz en fase sélida los componentes de la mezcla. A continuacién, la matriz
en fase solida y los componentes adsorbidos se pueden separar de la mezcla usando cualquier método conocido en
la técnica, tal como centrifugacion, filtracion o floculacién. En algunas realizaciones, la molécula para la cual se
desea la purificacion (por ejemplo, un virus) se adsorbe a la matriz en fase sélida. En otras realizaciones, las
impurezas o contaminantes se adsorben a la matriz en fase sélida y la molécula para la cual se desea la purificacion
permanece en la fase liquida. Los métodos y consideraciones generales de adsorcion discontinua se pueden
encontrar, por ejemplo, en Protein Purification: Principles and Practice, 32 Edicion, Springer Advanced Texts in
Chemistry, Nueva York, NY.

En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida comprende una matriz y un ligando que se une a los componentes
de una mezcla. En algunas realizaciones, la matriz es SEPHAROSE® o agarosa, s tal como agarosa altamente
reticulada. En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida comprende un nucleo activado por ligando que contiene
el ligando que se une a los componentes de una mezcla y una envoltura inactiva. En algunas realizaciones, la
envoltura inactiva rodea la matriz y el ligando del nucleo y comprende poros con un MWCO. En general, los poros de
la envoltura inactiva evitan la unién del virus con el ligando de la matriz en fase sélida y permiten la entrada de
componentes de tamafo inferior al MWCO en la envoltura inactiva e interactia con el ligando. En algunas
realizaciones, el MWCO de la envoltura inactiva es al menos 500 kilodaltons (kDa), 510, 520, 530, 540, 550, 560,
570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 790,
800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, o al menos 900 kDa. En algunas realizaciones, el MWCO de la
envoltura inactiva es superior o igual a 700 kDa. En algunas realizaciones, los poros de la envoltura inactiva
permiten la entrada de impurezas en el nucleo activado por ligando de la matriz en fase soélida. En algunas
realizaciones, las impurezas interactian o se unen al nucleo activado por ligando. En algunas realizaciones, las
impurezas pueden interactuar o unirse al nucleo activado por ligando mediante cualquier tipo de interaccion conocida
en la técnica. En algunas realizaciones, las impurezas pueden interactuar o unirse al nucleo activado por ligando
mediante interacciones catidnicas, anionicas, hidrofobas o mixtas.

En algunas realizaciones, el ligando de la matriz en fase soélida es octilamina, dietilaminoetilo, amonio cuaternario, o
sulfonato. Los ejemplos no limitantes de matrices de fase sdlida que pueden ser compatibles con los procesos que
se describen en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, CAPTO® Core 700, CAPTO® DEAE,
CAPTO® MMC, CAPTO® Q, CAPTO® S, FRACTOGEL® TMAE, Hix T Il, Q SEPHAROSE® Fast Flow. En algunas
realizaciones, la matriz en fase sélida es CAPTO® Core 700.

En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida se suspende en una solucién tampén en forma de una suspension
antes de combinarse con el medio liquido que comprende el virus. En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida
se combina con el medio liquido que comprende el virus en forma de una suspensién a una concentracion final entre
un 2,5% (v/v) - 30 % (v/v), un 5% (viv) - 20 % (v/v), o un 7,5 % (v/v) - 15 % (v/v). En algunas realizaciones, la
suspension se aflade a una concentracion final de aproximadamente un 2,5 %, un 3,0 %, un 3,5 %, un 4,0 %, un
4,5 %, un 5,0 %, un 5,5 %, un 6,0 %, un 6,5 %, un 7,0 %, un 7,5 %, un 8,0 %, un 8,5 %, un 9,0 %, un 9,5 %, un
10 %, un 10,5 %, un 11 %, un 12 %, un 13 %, un 14 %, un 15 %, un 16 %, un 17 %, un 18 %, un 19 %, un 20 %, un
21 %, un 22 %, un 23 %, un 24 %, un 25 %, un 26 %, un 27 %, un 28 %, un 28 %, un 29 %, o un 30 % (v/v). En
algunas realizaciones, la suspension se afiadia una concentracién final de aproximadamente un 10 % (v/v).

Las condiciones, incluyendo la duracion, temperatura, y modo de contacto entre la matriz en fase sélida y el medio

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741011 T3

liqguido que comprende el virus, se pueden variar con el fin de aumentar la recuperacion del virus y aumentar la unién
y eliminacion de impurezas del medio liquido. En algunas realizaciones, la matriz en fase soélida se pone en contacto
o se incuba con el medio liquido que comprende el virus a una temperatura entre 15 °C-30 °C, tal como 17 °C-27 °C,
0 20°-25 °C. En algunas realizaciones, la matriz en fase sdlida se pone en contacto o se incuba con el medio liquido
que comprende el virus a temperatura ambiente. En algunas realizaciones, la matriz en fase sdélida se pone en
contacto o se incuba con el medio liquido que comprende el virus a una temperatura de 15 °C, 16 °C, 17 °C, 18 °C,
19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C, 24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 29 °C, o 30 °C.

En algunas realizaciones, la matriz en fase sdlida se pone en contacto o se incuba con el medio liquido que
comprende el virus durante un periodo de tiempo entre 1 y 5 horas, 1y 10 horas, 1y 24 horas, 5y 10 horas, 10 y 15
horas, o entre 15-24 horas. En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida se pone en contacto o se incuba con el
medio liquido que comprende el virus durante aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 0 24 horas. En algunas realizaciones, la matriz en fase sélida se pone en contacto o se incuba
con el medio liquido que comprende el virus durante aproximadamente 2 horas.

En cualquiera de las realizaciones que se describen en el presente documento, la matriz en fase sélida se puede
poner en contacto o incubar con el medio liquido que comprende el virus mediante cualquier modo conocido en la
técnica. Por ejemplo, la matriz en fase sélida y el medio liquido que comprende el virus se pueden poner en contacto
o incubar en un recipiente de forma estatica o con movimiento, inversion, oscilacion, o agitacion. En algunas
realizaciones, la matriz en fase solida y el medio liquido que comprenden el virus se incuban con agitacion.

Después de la adsorcion discontinua, la matriz en fase solida y cualquier componente unido se puede eliminar de la
fase liquida mediante cualquier método conocido en la técnica, tal como centrifugacion, filtracion, o floculacion. En
algunas realizaciones, la matriz en fase soélida y cualquier componente unido se eliminan por filtracion, tal como
mediante cualquiera de los métodos de filtracion que se describen en el presente documento. En algunas
realizaciones, la matriz en fase solida y cualquier componente unido se eliminan mediante filtracion con membrana
usando una membrana con un tamafo de poro de al menos 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7,
1,8, 1,9, o al menos 2,0 um. En algunas realizaciones, el tamafio de poro de la membrana es superior o igual a 1,0
um. Las matrices de fase soélida usadas en los procesos que se describen en el presente documento se pueden
regenerar (por ejemplo, limpiar y reesterilizar) y se pueden usar para adsorcién discontinua de nuevo.

Las preparaciones de virus producidas usando cualquiera de los procesos que se describen en el presente
documento se pueden someter ademas a etapas de procesamiento adicionales, incluyendo etapas adicionales de
filtracion y/o liofilizacion. La preparacion de virus también se puede someter a analisis para pureza de la preparacion.
Por ejemplo, la preparacion de virus también se puede evaluar para la presencia de impurezas y contaminantes,
ADN gendmico de la célula hospedadora, y/o proteinas de la célula hospedadora. La pureza de una preparacion de
virus se puede evaluar usando cualquier método conocido en la técnica, tal como cromatografia por exclusion de
tamafio (SEC), densidad optica a diferentes longitudes de onda, electroforesis en gel de proteina (por ejemplo, SDS-
PAGE), transferencia de Western, ELISA, PCR, y/o gPCR.

En algunas realizaciones, la preparacion de virus se evalla para la cantidad de impurezas o contaminantes
residuales. En algunas realizaciones, la cantidad de impurezas o contaminantes residuales se compara con la
cantidad de impurezas o contaminantes en una etapa anterior en el proceso de purificacion. En algunas
realizaciones, la reduccion relativa de impurezas en la preparacion de virus final esta entre un 60-95 % con respecto
a la presencia de impurezas en una etapa anterior en el proceso de purificacion. En algunas realizaciones, la
reduccion relativa de impurezas en la preparacién de virus final es de aproximadamente un 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, o un
95 %. En algunas realizaciones, la preparacion de virus final contiene menos de un 5% de impurezas o
contaminantes. En algunas realizaciones, la preparacion de virus final contiene menos de un 5, 4, 3, 2, 1, 0,9, 0,8,
0,7,0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, o menos de un 0,1 % de impurezas. En algunas realizaciones, la preparacion de virus final
contiene menos de un 1 % de impurezas.

En lo sucesivo, se describen diversas realizaciones de la invencion:
1. Un proceso de purificacién de particulas de virus que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un medio liquido que comprende particulas de virus, en el que las particulas de virus tienen
un diametro superior a aproximadamente 100 nm;
(b) poner en contacto las particulas de virus con una matriz en fase solida que comprende un nucleo activado
por ligando y una envoltura inactiva que comprende poros, en el que el umbral de corte de peso molecular de
los poros impide que las particulas de virus entren en el nucleo activado por ligando, y en el que una
molécula mas pequefia que el umbral de corte de peso molecular de los poros puede entrar en el nicleo
activado por ligando; y
(c) separar la matriz en fase sélida de las particulas de virus por filtracion para producir una preparacion de
virus final;

en el que la matriz en fase soélida se usa como una suspensién y a una concentracion final entre un 2,5 % (v/v) y
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un 30 % (v/v), preferentemente un 3,3 %, un 5 %, un 6,6 % o un 10 %, lo mas preferentemente un 10 %; y en el
que el proceso se realiza en condiciones asépticas.

2. El proceso de la realizacion 1, en el que el medio liquido que comprende las particulas de virus se somete a
una o mas etapa(s) de purificacion previa antes de la etapa (b).

3. El proceso de la realizacién 1 o 2, en el que las particulas de virus tienen un diametro de aproximadamente
200 nm, 300 nm, 400 nm, 500 nm o mas.

4. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en el que la molécula que entra en el nlcleo de la
matriz en fase sélida tiene un peso molecular inferior a 700 kDa.

5. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en el que el ligando del nucleo activado por ligando de
la matriz en fase solida es capaz de unirse a la molécula que entra en el nucleo activado por ligando mediante
interacciones catidnicas, anionicas, hidrofobas o mixtas.

6. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 5, en el que el ligando del nucleo activado por ligando de
la matriz en fase sdlida es octilamina.

7. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en el que la matriz en fase sélida se incuba con el
medio liquido que comprende las particulas de virus a temperatura ambiente (de 20 °C a 25 °C) con agitacion
durante al menos 1 hora, preferentemente 2 horas, 3 horas o 4 horas, lo mas preferentemente 2 horas.

8. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 7, en el que la reduccién relativa de impurezas de la
preparacion de virus final con respecto al medio liquido que comprende la pluralidad de los virus o particulas de
virus estan un intervalo de un 60 a un 95 %.

9. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 8, en el que la filtracion de la etapa (c) de la realizacion
1 se lleva a cabo usando un filtro que tiene un tamafio de poro igual o superior a 1 ym.

10. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 2 a 9, en el que la etapa de purificacion previa comprende
(a) digerir el ADN gendmico de la célula hospedadora en el medio liquido que comprende la pluralidad de los
virus o particulas de virus por tratamiento enzimatico; y/o
(b) ultra/diafiltracion del medio liquido que comprende la pluralidad de los virus o particulas de virus usando
una membrana de fibra hueca que tiene un tamafio de poro igual o superior a 750 kDa.

11. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 10, en el que el proceso va seguido por una o mas
etapa(s) de filtracion aséptica.

12. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 11, en el que la impureza residual de la preparacion de
virus final es inferior a un 1 %.

13. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 12, en el que el virus se propaga en una linea celular
seleccionada entre el grupo que consiste en una linea de células EB66, una linea de células Vero, una linea de
células Vero-aHis, una linea de células HelLa, una linea de células a HelLa-S3, una linea de células 293, una
linea de células PC12, una linea de células CHO, una linea de células 3T3, una linea de células PerC6, una
linea de células MDSK, una linea de células de fibroblastos embrionarios de pollo, una linea de células de pato, y
una linea de células aviares diploides.

14. El proceso de la realizaciéon 13, en el que dicha linea celular es una linea de células de pato.

15. El proceso de la realizacién 13, en el que dicha linea celular es una linea de células aviares diploides.

16. El proceso de la realizacién 13, en el que dicha linea celular es la linea de células EB66.

17. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 16, en el que el virus es un virus vivo, un virus vivo
atenuado, un virus vivo modificado, o un virus vivo recombinante.

18. El proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 17, en el que el virus pertenece a una familia de virus
seleccionada entre el grupo que consiste en Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Flaviviridae, Filoviridae,
Arenaviridae, Rhabdoviridae, y Coronaviridae.

19. El proceso de la realizacion 18, en el que el virus pertenece a la familia de virus Paramyxoviridae.

20. El proceso de la realizacion 19, en el que el virus es el virus del sarampién.
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También se describe el uso del proceso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 20 para preparar
una composicion para la inmunizacion frente a una infeccion viral y una composicion que comprende las particulas
de virus que se pueden obtener con el proceso de una cualquiera de las realizaciones 1 a 20 para tratar y/o prevenir
una infeccion viral.

Cualquiera de los procesos que se describen en el presente documento se puede usar en la preparacion de una
composicion que comprende virus purificados para su administracion a un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto
es un sujeto mamifero, tal como un ser humano o un animal no humano, que incluye ganado, mascotas o animales
de compaiiia. En algunas realizaciones, la composicién se puede administrar a un sujeto que necesite inmunizacion
frente al virus o virus similar al de la preparacién del virus. En algunas realizaciones, las preparaciones de virus o
composiciones que comprenden virus purificados usando los procesos que se describen en el presente documento
son para tratar o prevenir la infeccién con el virus o un virus similar al de la preparacién del virus.

Las preparaciones de virus o composiciones de virus purificados usando los procesos que se describen en el
presente documento se pueden administrar a un sujeto mediante cualquier via conocida en la técnica. En algunas
realizaciones, las preparaciones o composiciones se pueden administrar a través de rutas convencionales, tales
como por via parenteral. Como se usa en el presente documento, la administracion "parental” incluye, pero no se
limita a, subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intratecal o por infusion.

A menos que se defina de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en
relacion con la presente divulgacion tendran los significados que comunmente entienden los expertos en la materia.
Ademas, a menos que el contexto lo requiera de otro modo, los términos en singular incluiran pluralidades y los
términos en plural incluiran el singular. Los métodos y técnicas de la presente divulgacion se llevan a cabo
generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en la técnica. En general, las nomenclaturas
usadas en relacion con las técnicas de bioquimica, enzimologia, biologia molecular y celular, microbiologia,
virologia, cultivo celular o tisular, genética y quimica proteica y nucleica que se describen en el presente documento
son aquellas bien conocidas y comunmente usadas en la técnica. Los métodos y técnicas de la presente divulgacion
se llevan a cabo generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se
describe en diversas referencias generales y mas especificas que se mencionan y se discuten a lo largo de la
presente memoria descriptiva a menos que se indique de otro modo.

La presente invencion se ilustra ademas mediante los siguientes Ejemplos, que de ninguna manera se deberian
interpretar como una limitacién adicional.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Desarrollo de un proceso de purificacion para vacuna del virus del sarampién vivo producida en células
EB66

Se desarrollé un proceso de purificacion en sentido descendente para la vacuna atenuada frente al virus del
sarampion producida en las células EB66®.

Aclarado de medios de cultivo celular infectados

Después de la produccion del virus en el cultivo celular, las células se eliminaron por filtracion. Tanto la filtracion en
profundidad como la filtracion en membrana, asi como los intervalos de separacion adecuados (filtracion en
profundidad) y el tamafio de poro (filiracion en membrana) se evaluaron para eliminar las células del sobrenadante
del cultivo celular sin una pérdida significativa de particulas virales. Se us6 un filtro combinado que contenia 3 pm/I
pm (Parker PLPLK-01DD-PNL-S) para separar las células de las particulas de virus. Después de la filtracion, no se
detectaron células EB66® en el sobrenadante aclarado mediante analisis microscopico visual.

Eliminacion de ADN

La endonucleasa BENZONASE® se uso para eliminar el ADNg del sobrenadante de cultivo celular de extraccion
aclarado (la "extraccion"). Se evaluaron diversas concentraciones de enzimas, temperaturas y tiempos. También se
afiadié una concentracion minima de Mg?* o Mn?* de 1 a 2 mM a la extraccién con la enzima. El pH de la mezcla se
mantuvo entre 7,2 y 8,0. La cantidad y el tamafio de cualquier ADN restante, asi como cualquier pérdida de
capacidad de infeccion viral, se sometieron a ensayo en varios puntos temporales.

Se us6 una concentracion final de enzima de 5 U/ml en una incubacion durante toda la noche (~12-16 h) a
temperatura ambiente (18-22 °C) para la degradacion del ADN. El contenido y el tamafio de ADN restante se
analizaron mediante qPCR para amplicones de 90, 176 y 316 pb. Usando estos métodos, la cantidad total de ADN
de la célula hospedadora (HCD) se redujo de 440 ng a 0,5 ng para el ADN de tamafio mayor que 317 pb y de 1400
ng a 2 ng para el ADN de tamafio mayor que 176 pb (Tabla 1).

Purificacion del virus del sarampién mediante filtracion de flujo tangencial
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Se aplico un sistema de filtracion de flujo tangencial (TFF) basado en fibra hueca y los parametros correspondientes
del proceso para minimizar las fuerzas de cizalladura y evitar la ruptura de la envoltura viral y la pérdida de
capacidad de infeccion viral. Se encontré que diversos diametros de lumen (de 0,5 a 1,0 mm) y caudales de
recirculacion tenian velocidades de cizalladura entre 1000 a 6000 s™'. El umbral de corte de la membrana se optimizo
para permitir la retencion completa del virus del sarampion, mientras que se permitié que diversas impurezas
(proteinas, fragmentos de ADN, componentes de los medios) pasaran a través de la membrana. El proceso se llevo
a cabo a temperatura ambiente, por lo que también se tuvo en cuenta el tiempo del proceso.

La extraccion aclarada y tratada con BENZONASE® se concentré de 5 a 10 veces usando una membrana de fibra
hueca de 750 kD (GE Healthcare) a un caudal correspondiente a una tasa de cizalladura de 2000 s™'. Después de la
concentracion, se realizaron aproximadamente 10 ciclos de diafiltracion usando el tampén PBS para eliminar las
impurezas restantes (por ejemplo, componentes de los medios, proteinas de la célula hospedadora (HCP),
fragmentos de ADN). Los excipientes para la estabilizacion del virus (es decir, para la posterior liofilizacion) se
pueden afiadir en el tampdn de diafiltracion directamente o se pueden afadir como solucién de reserva al volumen
viral concentrado. A pesar de las condiciones suaves aplicadas en el proceso que se ha descrito anteriormente, la
pérdida total de capacidad de infeccion viral fue de casi 1 log TCID50 (50 % de la Dosis de Infeccion de Cultivo
Tisular).

Purificaciéon del virus del sarampién mediante adsorcién discontinua

Se desarrollé una etapa de proceso de adsorcion discontinua opcional que se podria aplicar después de la etapa de
ultra/diafiltracion. Se evaluaron diversas resinas de cromatografia con diferentes ligandos (modo catiénico, anidnico,
hidréfobo y mixto) para determinar la union de impurezas residuales (por ejemplo, las HCP, fragmentos de ADN),
mientras que el virus del sarampién se mantuvo en el sobrenadante. El uso de la resina CAPTO® Core 700 (GE
Healthcare) dio como resultado una mayor reduccion de las HCP con una alta recuperacion de MV-GFP (un virus del
sarampion vivo atenuado (cepa de Schwartz) que codifica la proteina fluorescente verde). La resina CAPTO® Core
700 esta formada por un nucleo activado por ligando y una envoltura inactiva. La envoltura inactiva evita que las
moléculas grandes (MWCO aproximadamente 700 kDa) entren en el nucleo a través de los poros de la envoltura.
Por lo tanto, las moléculas mas grandes se recogen en el sobrenadante, mientras que las impurezas mas pequenias
se unen a los ligandos internos de la resina. El nucleo de cada perla de la resina esta funcionalizado con ligandos
que son hidréfobos y con carga positiva, lo que da como resultado una unién multimodal altamente eficaz de varias
impurezas lo suficientemente pequefias como para entrar en el ndcleo. La concentracién final de la suspension
después de la adicién se optimizé a un 10 % en v/v. Después de la adicion del medio CAPTO® Core 700, las
residuales HCP se pueden reducir aun mas. De forma interesante, los fragmentos de ADN restantes no se unieron a
la resina. La evaluacion de las impurezas restantes y la capacidad infeccion viral se presentan en la Tabla 1.

Pulido Final mediante Filtracion
Una etapa final de pulido se llevd a cabo filtrando en membrana el volumen viral concentrado con o sin resina

CAPTO® Core 700. Se evaluaron los filiros de membrana con tamafio de poros en el intervalo de 1-2 ym, y se
evalué la recuperacion de particulas de virus.

Tabla 1: Eliminacion de impurezas mediante el proceso de purificacion
ADNhc por qPCR HCP Benzonasa Concep(:ra:jc:?n Ca!p?md?fi de
(ng/ml) por Residual | capacidad de infeccion
Muestra ELISA infeccion viral Total
176 317 Log1o TCI Dso/ Log1o TCI
90 pb pb pb Hg/ml ng/ml mi Dso
Extraccion RG25 MV (volumen 2003 | 1400 | 440 208 ) 6.60 9,60
de partida ~1 1)
Extraccion RG25 Aclarada + 11 2.0 05 ) Adicién 96 5 6.74 9,74
Benzonasa u/ml
Fraccion retenida de UF/DF
(0,21) (concentrado 5x, 14 3,7 1,2 31 6,50 8,80
10 ciclos de diafiltracion)
Sobrenadante después de
adsorcion cﬁscontmua gO,'22 1) 14 3.8 1,2 <10 6.17 8,51
(Sustancia farmacologica
antes de la filtracion final)

Meétodos
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Cromatografia de exclusién por tamafo

La cromatografia de exclusion de tamario (SEC) se us6 para determinar la pureza del virus en todo el proceso de
purificacion con respecto a las impurezas (por ejemplo, HCP, ADN) que también generan absorcion UV. La Figura 2
y la Tabla 2 presentan una aproximaciéon de la pureza viral en todo el proceso de purificacion. Se observé una
reduccion significativa de las impurezas (principalmente proteinas de la célula hospedadora).

La SEC se aplico junto con absorcion UV (a diversas longitudes de onda) y emision de fluorescencia (especifica para
GFP) para el analisis de virus. En resumen, la separacion se realizé en una columna Sephacryl S500 (10 x 300 mm;
intervalo de separacion de hasta 20 Mio Da) en tampoén PBS suplementado con cloruro de sodio 250 mM a un
caudal de 0,5 ml/min. Las sefales de UV se registraron a 214 nm, 280 nm y 260 nm. La fluorescencia se detect6 a
una longitud de onda de EM509 nm (EX395 nm) que es especifica para GFP. Los datos adicionales con respecto al
tamafio del virus se recogieron mediante la conexidon de la SEC a un detector de dispersion de luz estatica en
multiples angulos (MALS). El tamafio de la particula viral se midié con un instrumento miniDAWN® TREOS®
(Wyatt). Un ejemplo de cromatograma de una muestra de extraccion se muestra en la Figura 6, y una preparacion de
virus altamente purificada se muestra en la Figura 7.

Tabla 2: Analisis de cromatografia de exclusion por tamafio de trazas presentadas en la Figura 2

Pureza de ac. con SEC (214 nm) (area
Muestra del pico del virus con respecto al area
total)
Extraccion de RG25 MV 1%
Extraccion RG25 Aclarada + Benzonasa 3%
Fraccion retenida de UF/DF (concentrado 5x, 10 ciclos de diafiltracion) 43 %
Sobrenadante después de adsorcion discontinua 70 %

SDS-PAGE y Transferencia de Western

Ademas de un ELISA cuantitativo, la presencia y reduccion de proteinas de la célula hospedadora en todo el
proceso de purificacion se monitorizd cualitativamente mediante SDS-PAGE y Transferencia de Western (Figuras
3A, 3B, 4A y 4B). Ademas, la presencia de proteinas virales se detecté usando anticuerpos especificos (Figura 4C).

En resumen, las muestras reducidas se separaron en gel BisTris al 4-12 % durante 50 minutos a 200 V. Los geles
tefiidos con plata o no tefiidos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para la transferencia de Western. La
HCP o la proteina del virus se detectaron con los anticuerpos apropiados (proteina de fusiéon del virus (F) anti-
EB66®-HCP-IgG o anti-Sarampion, respectivamente). Como anticuerpo secundario se usé conjugado anti-conejo
IgG-HRP.

Andlisis de Rastreo de Nanoparticulas

Se us6 analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) para determinar la concentracion y el tamafio de las to particulas
de virus usando un instrumento NanoSight. Los cambios en el tamafio de las particulas durante el proceso en
sentido descendente (DSP) pueden ser indicativos de la pérdida de integridad de las particulas virales. Se encontro
que el tamafio de particula de los viriones estaba en el intervalo de ~100 - 400 nm de acuerdo con NTA (Figuras 5A-
5B). La distribucion del tamafio no era uniforme, pero mostré un pleomorfismo significativo (de acuerdo con la
bibliografia) pero se mantuvo casi constante durante la purificacién. Los graficos de andlisis de rastreo de la
extraccion y después de la diafiltracion no mostraron cambios significativos en la distribucién del tamafio de
particula, como se ilustra en las Figuras 5A-5B.

Cuantificacion de ADN de Célula Hospedadora (HCD)

El ADN de la célula hospedadora residual de EB66® se determiné mediante gPCR. En resumen, se amplificaron tres
fragmentos diferentes parcialmente superpuestos de LINE (elementos de nucleétidos intercalados largos) (90, 176 y
319 pb) (véase, por ejemplo, Walker et al., (2004) Genomics 83: 518-527). Los LINE a son secuencias variables
repetitivas presentes en numerosas copias en el genoma del pato. La cuantificacion del ADN de la célula
hospedadora residual EB66® se llevd a cabo mediante la amplificacion del fragmento de 176 pb. Los otros dos
amplicones de qPCR (90 y 316 pb) se usaron para determinar la distribucién de tamafio del ADN de la célula
hospedadora residual de EB66®. El limite de cuantificacion (LOQ) de las tres amplificaciones fue de 0,01 ng/ml y el
coeficiente de variacién (CV) para la amplificacion del fragmento de 176 pb fue de un 21,3 %, tal como se determina
en el ensayo de validacion.

Evaluacién de Proteinas de Célula Hospedadora
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La presencia de proteina de célula hospedadora residual (HCP) de EB66® se determind mediante ELISA. En
resumen, los anticuerpos policlonales de conejo purificados se obtuvieron inmunizando conejos con lisado de células
completas EB66® y se purificaron por afinidad con EB66-HCP acoplado a SEPHAROSE® y se usaron para la
deteccion de HCP residual. Las placas de microtitulacion se revistieron con los anticuerpos policlonales y a
continuacion se incubaron con muestras de ensayo y controles. Las proteinas EB66® capturadas se detectaron con
anticuerpos policlonales secundarios biotinilados de conejo. El intervalo dinamico del ensayo fue de 5 - 1280 ng/ml, y
el CV del ensayo fue de un 9,2 %, tal como se obtuvo a partir de la tabla de control.

Deteccién de Benzonasa Residual

El BENZONASE® residual se determiné usando un kit ELISA disponible en el mercado (Benzonase ELISA I, Art.
1.01681 de Merck). En resumen, se usaron placas de microtitulacion revestidas previamente para capturar el
BENZONASE® residual que se detectd con un anticuerpo de deteccién acoplado a HRP. El limite de deteccion para
ELISA fue de 0,1 ng/ml.

El proceso de purificacion MV-GFP mostré una eliminacién eficaz del ADN de la célula hospedadora. El contenido
inicial de ADN de la célula hospedadora de la extraccion fue de 1400 ng/ml para el amplicon de 176 pb y 440 ng/ml
para el amplicon de 317 pb. El ADN de la célula hospedadora se eliminé de manera eficaz mediante el tratamiento
con Benzonasa y se mantuvo casi constante a lo largo de las etapas de purificaciéon posteriores. De acuerdo con el
analisis de gPCR del amplicon de 176 pb, la concentracion de ADN de la célula hospedadora residual después de
ultrafiltracion/diafiltracion fue inferior a 4 ng/ml. Los fragmentos de ADN mas grandes, de acuerdo con lo analizado
por el amplicon de 317 pb, fueron de aproximadamente 1 ng/ml. La aplicacion de cromatografia discontinua no
redujo aun mas el contenido de ADN residual. Las composiciones finales que se administran a los sujetos se ajustan
a al menos 10 TCID50/dosis. Puede ser necesaria una dilucién adicional de la preparacion de virus (~108 TCID50) y
podria reducir el contenido final del ADN de la célula hospedadora a una cantidad estimada de aproximadamente 0,4
a 0,04 ng/dosis.

La concentracion final de proteina de la célula hospedadora determinada por ELISA fue inferior a 10 ug/ml, que
también se podria reducir ain mas a menos de 1 ug por dosis. La detecciéon y cuantificacion de BENZONASE®
usando el ensayo ELISA Il de BENZONASE® sugiere que el BENZONASE® residual se puede eliminar de manera
eficaz durante el proceso de purificacion, lo que da como resultado una concentracion final por debajo del limite de
deteccion del ensayo (< 0,1 ng/ml).

Ejemplo 2: Optimizacién de la etapa de cromatografia de adsorcion discontinua

Para reducir ain mas las impurezas residuales en el material de MV-GFP después de la etapa de ultra/diafiltracion
se desarrollo adsorcion discontinua con una resina de cromatografia como adsorbente. La adsorcion discontinua es
una etapa unica e implica la adicion del adsorbente (resina) al material de MV-GFP en un recipiente de mezcla
adecuado y la incubacién durante un periodo de tiempo definido. El adsorbente se elimina posteriormente, por
ejemplo, mediante filtracion o centrifugacion. El adsorbente se puede introducir asépticamente en una bolsa de
proceso después de la esterilizacion del adsorbente en autoclave. En la Figura 8 se muestra un diagrama de flujo del
proceso. El montaje del proceso, incluida la adsorcion discontinua, se muestra en diagrama en la Figura 9.

Identificacién sistematica de resinas para adsorcién discontinua

Para identificar una resina adecuada para la reducciéon de impurezas residuales, se llevé a cabo una identificacion
sistematica de diversas resinas de cromatografia con diferentes ligandos (modo catiénico, anidnico, hidréfobo y
mixto) a pequefa escala. Las resinas sometidas a ensayo incluyeron CAPTO® Core 700, CAPTO® DEAE, CAPTO®
MMC, CAPTO® Q, CAPTO® S, FRACTOGEL® TMAE, Hidroxiapatita de Tipo Il y QSFF.

Cada una de las diferentes resinas de cromatografia se preparé como una suspension al 50 % en PBS y se afadio
un 10 % en v/v a la extraccion de MV-GFP después de ultrafiltracion/diafiltracion. Todas las muestras se incubaron
durante la noche a 4 °C. Las resinas se eliminaron por centrifugacion. Los sobrenadantes se analizaron mediante
cromatografia de exclusidon por tamafio, como se describe en el Ejemplo 1. La resina CAPTO® Core 700 mostré una
reduccion significativa de las impurezas residuales (HCP) a la vez que conservaba una alta recuperacion de MV-
GFP (Tabla 3).

Tabla 3: Identificacion sistematica de resinas de cromatografia para seleccion de la matriz en fase solida

Resina* Recuperacion de MV-GFP [%] | Recuperacion de impurezas [%)]
CaptoCore700 100 39
CaptoDEAE 89 73
CaptoMMC 95 66 5
CaptoQ 77 69
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CaptoS 101 100
FractogelTMAE 48 53
Hix T Il 74 50
QSFF 84 67

También se evaluaron combinaciones de resinas, incluyendo CAPTO® Core 700 con QSFF y CAPTO® Core 700
con Hidroxiapatita (Hix T II). Las suspensiones al 50 % de cada uno de CAPTO® Core 700 y las combinaciones se
prepararon en PBS y se afadié un 10 % en v/v a la extraccion de UF/DF MV-GFP. Las muestras se incubaron
durante 2 horas a temperatura ambiente. Las resinas se eliminaron mediante centrifugacion y los sobrenadantes se
analizaron mediante cromatografia de exclusion por tamafio. A pesar de que el uso de la resina CAPTO® Core 700
dio como resultado una reduccion de las impurezas residuales (HCP) a la vez que mantenia una alta recuperacion
de MV-GFP, las combinaciones de CAPTO® Core 700 y QSFF y CAPTO® Core 700 e Hix no mejoraron la
reduccion de impurezas residuales ni la recuperacion de MV-GFP (Figura 10).

La cantidad de suspensiéon CAPTO® Core 700 afiadida a la muestra viral también se optimizé. La suspensién de
CAPTO® Core 700 (50 % en PBS) a una concentracion de un 33 % (v/v) a un 2,5 % (v/v) se someti6 al ensayo. En
resumen, la suspension de CAPTO® Core 700 se afiadio a la extraccion de MV-GFP con ultrafiltracion/diafiltracion y
se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente. Las resinas se eliminaron mediante centrifugacion y los
sobrenadantes se analizaron mediante cromatografia de exclusion por tamafio. Los resultados indicaron que la
adicion de la suspension > 10 % (v/v) no mejoré de forma significativa la reduccion de las impurezas residuales en
comparacion con la adicion de la suspension afiadida al 10 % (v/v), y ademas afectaba a la recuperacion de MV-
GFP (Figura 11). Las adiciones de suspensiones de menos de un 10 % (v/v) dieron como resultado produjeron un
pequefio aumento de la cantidad de impurezas recuperadas, pero mejoraron la cantidad de virus recuperado en
comparacion con la muestra de un 10 % (v/v) (Figura 11). La concentraciéon de suspension mas baja sometida al
ensayo fue de un 2,5 % (v/v) y se eliminé aproximadamente un 75 % de las impurezas residuales en comparacion
con la muestra no tratada (Figura 11).

Desarrollo de Procesamiento en Sentido Descendente

Después de la optimizacion de la adsorcion discontinua de CAPTO® Core 700, el método se evaludé con muestras
del desarrollo del proceso en sentido descendente (DSP) de MV-GFP. Se sometieron a ensayo muestras de varias
ejecuciones de desarrollo de DSP. En resumen, el material de extracciéon concentrado se concentré usando el
proceso de TFF del médulo de fibra hueca que se ha descrito anteriormente, y a continuacién se sometioé a varios
ciclos de diafiltracion (es decir, 5, 10, 15 y 20 cambios de volumen). Una visidon general de los resultados de todos
los experimentos llevados a cabo se muestra en la Tabla 4.

La reduccion relativa de las impurezas en comparacion con el material procesado sin adsorcién discontinua estaba
entre un 66 y un 93 %. La pureza de las preparaciones de MV vari6 de un 50 a un 76 % y se consiguié en muestras
procesadas con 20 ciclos de diafiltracion (intercambios de volumen de tampdn) combinados con la adsorcion
discontinua. Los rendimientos virales del material procesado con adsorcién discontinua fueron comparables con el
rendimiento del material respectivo procesado sin adsorcién discontinua.

El material de extraccion se filtro y se traté con 50 Unidades de BENZONASE® para digerir el ADN de la célula
hospedadora. El material se concentré mediante TFF con un modulo de fibra hueca de 750 kDa y posteriormente se
sometid a diafiltracion frente a PBS. Las muestras se eliminaron del material concentrado y después de 5, 10, 15y
20 intercambios de volumenes. La suspension CAPTO® Core 700 se afiadioé una concentracion de un 10 % (v/v) a
las muestras de cada etapa. Las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. La resina se
elimind mediante centrifugacion y los sobrenadantes se analizaron mediante cromatografia de exclusién por tamarfio
y electroforesis en gel SDS-PAGE.

Las recuperaciones de MV-GFP e impurezas residuales en muestras sometidas a adsorcion discontinua y muestras
que no se sometieron a adsorcion discontinua se presentan en la Figura 12. Se muestra la reduccion relativa de
impurezas residuales en muestras con adsorcién discontinua con respecto a las muestreadas sin adsorcion
discontinua en la Figura 13. Aunque la recuperacion relativa de MV-GFP se mantuvo estable en todas las muestras,
las impurezas residuales se redujeron de forma significativa mediante la adsorcion discontinda usando muestras de
CAPTO® Core 700. Se consiguié una reduccion de un 82 % en las impurezas recuperadas cuando las muestras se
procesaron con 20 cambios de volumen de diafiltraciéon (20 DV) y adsorcion discontinua usando la resina CAPTO®
Core 700 en comparacion con las muestras procesadas con 20 DV pero sin adsorcion discontinua.

Los rendimientos generales de MV-GFP recuperado de muestras procesadas con y sin adsorcion discontinua se
calcularon con datos de cromatografia de exclusién por tamafio (Figura 14). El rendimiento de MV-GFP después de
20 ciclos de diafiltracion fue de un 51 % en muestras procesadas sin adsorcion discontinua y de un 54 % para las
muestras procesadas con adsorciéon discontinua.
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La pureza del material de MV-GFP después de cada etapa del proceso se evalué cuantitativamente mediante el uso
de cromatografia de exclusion por tamafio y cualitativamente mediante electroforesis SDS-PAGE. La pureza del
material de MV-GFP mejord de forma significativa después de la adsorcion discontinua (Figura 15 y Figura 16).
Aunque la pureza maxima alcanzada sin la adsorcion discontinuo fue de un 29 % con la muestra de 20 DV, ya se
consiguio una pureza comparable después de de solo 5 intercambios de volumen de diafiltracion (5 DV) combinados
con la adsorcién discontinua. Esto presenta una reduccion significativa del tiempo de procesamiento. El mayor nivel
de pureza (69 %) se consiguio con la muestra de 20 DV combinada con la adsorcién discontinua.

La reduccioén de impurezas residuales en muestras procesadas con y sin adsorcién discontinua en comparacion con
una muestra de extraccion concentrada se muestra en la Figura 17. Sin adsorcion discontinua, las impurezas
residuales se redujeron en un 96 % o log 1,4. Usando adsorcién discontinua con CAPTO® Core 700, las impurezas
residuales se redujeron en > 99 % o log 2,2.

En conclusion, la adsorcion discontinua con resina CAPTO® Core 700 permitié una reduccion significativa de las
impurezas residuales sin un impacto negativo en el rendimiento del virus. La adsorcidon discontinua con la resina
CAPTO® Core 700 dio como resultado un nivel de pureza del virus que no se podia conseguir solo con la
diafiltracion. Los niveles de pureza después de 20 ciclos de diafiltracion sin adsorcion discontinua se consiguieron
con solo 5 ciclos de diafiltracion combinados con la adsorcion discontinua.

Tabla 4: Vision general de experimentos de absorcion discontinua de MV

Reduccion oy | Rendimiento de MV
de Pureza de MV (%) (%)
impurezas
Experimento Material de MV DV comp. con
spl. c/ cls c/ cls
c/s CC700 CC700 |CC700( cCcC700 CC700
(%)
Extraccion RG25 de 5 56 29 17 64 74
MV, muestras de
MV Filtertest 20140207 | 10 7 57 24 63 64
Adsorcién discontinua binadas. di .,
20140306 combinadas, digestion 15 80 65 26 67 62
c/ 50 U Benzonasa o/n,
TA°, 5,7 x conc 20 82 69 29 54 51
Extraccion RG25 de 5 n.a. 17 n.a. 19 n.a.
MV, muestras de
MV Filtertest 20140207 | 10 68 38 16 25 25
Adsorcién discontinua . . .
20140314 combinadas, digestion 15 71 47 20 29 28
c/ 50 U Benzonasa o/n,
TA°, 5,7 x conc 20 66 50 22 24 24
5 45 30 18 105 99
MV Extraccion RG25 de
e . MV, muestras A-C de 10 62 55 30 86 81
Adsorcién discontinua Fil 20140206
20140320 iltertest 15 71 72 41 72 67
combinadas, 5,6 x conc
20 69 76 48 66 64
5 32 13 9 45 46
MV Extraccion RG25 de
v MV, digestion ¢/ 50U | 10 63 37 18 30 31
Adsorcién discontinua B n. TA®
20140327 eénzonasa o/n, ; 15 70 50 22 28 27
10 x conc
20 93 61 25 26 22
MV Extraccion RG25 de 5 43 17 10 202 194
e . MV, digestion c/ 5 U
Adsorcién discontinua B n TA® 10
20140424 enzonasa o/, 1A, 10 59 29 16 193 206
X conc
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso de purificacién de particulas de virus que comprende las etapas de:

(a) proporcionar un medio liquido que comprende particulas de virus, en el que las particulas de virus tienen un
diametro superior a aproximadamente 100 nm;

(b) poner en contacto las particulas de virus con una matriz en fase sdlida que comprende un nucleo activado por
ligando y una envoltura inactiva que comprende poros, en el que el umbral de corte de peso molecular de los
poros impide que las particulas de virus entren en el nucleo activado por ligando, y en el que una molécula mas
pequefia que el umbral de corte de peso molecular de los poros puede entrar en el nicleo activado por ligando; y
(c) separar la matriz en fase solida de las particulas de virus por filtracion para producir una preparacion de virus
final;

en el que la matriz en fase solida se anade al medio liquido que comprende la particula de virus como una
suspension a una concentracion final entre un 2,5 % (v/v) y un 30 % (v/v), preferentemente un 3,3 %, 5 %, 6,6 % o
10 %, lo mas preferentemente un 10 %; y en el que el proceso se lleva a cabo en condiciones asépticas.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en el que el medio liquido que comprende las particulas de virus se somete a
una o mas etapa(s) de purificacion previa antes de la etapa (b).

3. El proceso de la reivindicacion 1 o 2, en el que las particulas de virus tienen un diametro de aproximadamente
200 nm, 300 nm, 400 nm, 500 nm o mas.

4. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la molécula que entra en el nucleo de la
matriz en fase sdlida tiene un peso molecular inferior a 700 kDa.

5. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la matriz en fase soélida se incuba con el
medio liquido que comprende las particulas de virus a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C) con agitacion durante al
menos 1 hora, preferentemente 2 horas, 3 horas o 4 horas, lo mas preferentemente 2 horas.

6. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la filtracion de la etapa (c) de la
reivindicacion 1 se lleva a cabo usando una membrana con un tamafio de poro de al menos 0,5 um.

7. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la filtracion de la etapa (c) de la
reivindicacion 1 se lleva a cabo usando un filtro que tiene un tamafio de poro igual o superior a 1 pm.

8. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que la etapa de purificacion previa comprende

(a) digerir el ADN genémico de la célula hospedadora en el medio liquido que comprende la pluralidad de los
virus o las particulas de virus por tratamiento enzimatico; y/o

(b) ultra/diafiltracién del medio liquido que comprende la pluralidad de los virus o las particulas de virus usando
una membrana de fibra hueca que tiene un tamafio de poro igual o superior a 750 kDa.

9. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el proceso va seguido por una o mas
etapa(s) de filtracion aséptica.

10. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la impureza residual de la preparacion de
virus final es inferior a un 1 %.

11. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el virus se propaga en una linea celular
seleccionada entre el grupo que consiste en una linea de células EB66, una linea de células Vero, una linea de
células Vero-aHis, una linea de células Hela, una linea de células a HelLa-S3, una linea de células 293, una linea de
células PC12, una linea de células CHO, una linea de células 3T3, una linea de células PerC6, una linea de células
MDSK, una linea de células de fibroblastos embrionarios de pollo, una linea de células de pato, y una linea de
células aviares diploides.

12. El proceso de la reivindicacion 8, en el que dicha linea celular es la linea de células EB66.

13. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el virus pertenece a una familia de virus
seleccionada entre el grupo que consiste en Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Filoviridae, Arenaviridae,
Rhabdoviridae, Coronaviridae, Herpesviridae, Iridoviridae, Baculoviridae, y Poxviridae.

14. El proceso de la reivindicacion 13, en el que el virus pertenece a la familia de virus Paramyxoviridae.

15. El proceso de la reivindicacion 14, en el que el virus es el virus del sarampion.
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