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DESCRIPCION
Método para la produccion y purificaciéon a gran escala de parvovirus

La presente invencion proporciona un proceso reproducible, eficaz y modificable a escala para la producciéon de
parvovirus, preferentemente para la produccion de H-1PV, asi como un proceso para la purificacion de particulas
(infecciosas) de parvovirus.

H-1PV pertenece al género Protoparvovirus dentro de la subfamilia Parvovirinae de Parvoviridae (Cotmore et al.,
2014). Consiste en una capside icosaédrica no envuelta de 25 nm de diametro y contiene un genoma de ADN
monocatenario de aproximadamente 5 kb de longitud, que codifica proteinas no estructurales, especialmente NS1
(83 kDa) y NS2 (25 kDa), y las proteinas de la capside VP1 (81 kDa) y VP2 (65 kDa). Otra proteina de la capside, VP3
(63 kDa), se genera mediante escisién postraduccional de VP2 (Faisst et al., 1995; Halder et al., 2012; Hanson y
Rhode, 1991; Toolan et al., 1960). Los protoparvovirus se replican de forma dependiente de la fase S y experimentan
un ciclo litico después de la infeccion de las células permisivas (Burnett et al., 2006). Aunque el hospedador natural
de H-1PV es la rata, este virus ha despertado recientemente un gran interés porque se replica preferentemente en
células transformadas, incluyendo una serie de células tumorales humanas. Por tanto, el virus tiene propiedades
oncoliticas y oncosupresoras que se han demostrado en diversos cultivos celulares y modelos animales (Nuesch et
al., 2012; Rommelaere et al., 2010). En modelos de xenoinjerto, se ha demostrado que H-1PV suprime una serie de
tumores humanos, incluyendo tumores del cuello del utero (Faisst et al., 1998; Li et al., 2013), tumores pancreaticos
(Angelova et al., 2009b; Grekova et al., 2011), carcinomas mamarios (Dupressoir et al., 1989), gliomas (Geletneky et
al., 2010; Kiprianova et al., 2011), carcinoma de colon (Bhat et al., 2013) y linfomas (Angelova et al., 2009a). Ademas,
se ha demostrado que H-1PV elimina satisfactoriamente células madre cancerosas (documento EP 2 404 609 A1).
Sobre la base de estas pruebas preclinicas de concepto, en 2011 se inicié un primer ensayo clinico (fase I/lla) de H-
1PV, para pacientes con glioblastoma multiforme recurrente (Geletneky et al., 2012).

Para someter a ensayo vy, en ultima instancia, aprovechar el potencial terapéutico de H-1PV, es necesario desarrollar
un proceso de produccién de virus eficiente, simple y reproducible, y ensayos fiables para la caracterizacion
cuantitativa y cualitativa de lotes de virus finales. Se han publicado métodos para la produccion a pequefia escala de
H-1PV en células NB-324K y su purificacion mediante centrifugaciéon por gradiente de densidad de cloruro de cesio
(Halder et al., 2012; Paradiso, 1981) o lodixanol (Wrzesinski et al., 2003; Zolotukhin et al., 1999). La bibliografia
también describe la titulacion de viriones infecciosos mediante ensayo en placa (Tattersall y Bratton, 1983) de
particulas fisicas de H-1PV mediante microscopia electrénica (Halder et al., 2012) o ensayo de hemaglutinacion
(Kongsvik y Toolan, 1972) y de particulas que contienen genoma mediante PCR cuantitativa (Lacroix et al., 2010). Sin
embargo, no se han realizado analisis comparativos sistematicos para determinar y optimizar el rendimiento y la pureza
del virus o la sensibilidad de los métodos analiticos para la cuantificacion del virus y el control de la calidad.

Por tanto, el problema técnico subyacente a la presente invencidn es normalizar y optimizar la produccion, purificacion
y caracterizacion de parvovirus.

La soluciéon de dicho problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las
reivindicaciones.

La investigacion del protoparvovirus oncolitico ha alcanzado la fase de traduccién a la practica clinica, con un primer
estudio de fase l/lla de H-1PV en pacientes con glioma maligno extirpable recurrente (Geletneky et al., 2012). Se
espera que a este ensayo le sigan estudios clinicos adicionales con el objetivo de evaluar la eficacia y prolongar el
enfoque a otros canceres tales como el carcinoma pancreatico o el neuroblastoma (Lacroix et al., 2010; Li et al., 2013).
Estos desarrollos dependen de la disponibilidad de procedimientos robustos para la produccion y caracterizacion de
protoparvovirus. Por un lado, se necesitan procedimientos normalizados para generar datos preclinicos que puedan
proporcionar la prueba de concepto. El uso de preparaciones de virus y métodos analiticos bien caracterizados es, de
hecho, un requisito previo para obtener pruebas validas y reproducibles de la eficacia terapéutica de los
protoparvovirus oncoliticos en oncologia. Por otro lado, también se requieren procedimientos operativos
convencionales para la transferencia de tecnologias y criterios a las instalaciones certificadas encargadas de producir
lotes clinicos y establecer sus especificaciones.

Durante los experimentos que dieron como resultado la presente invencion, se introdujeron innovaciones importantes
para la produccién de virus a gran escala, con eliminacion de contaminantes no deseados a través del aclaramiento
de lotes de virus y la purificacion de particulas infecciosas mejorados. Los inventores se centraron en desarrollar
procedimientos normalizados de produccién, purificacion y caracterizacion como base para aprovechar H-1PV tanto
preclinicamente como en ensayos clinicos para la viroterapia contra el cancer. Se sometieron a ensayo dos estrategias
de infeccién y dos estrategias de purificacion de virus y las preparaciones de virus resultantes se compararon en
cuanto a su pureza y su contenido de particulas completas, infecciosas y vacias. El proceso de produccion adoptado,
que implica cultivar e infectar células de rifidn de recién nacido humano NB-324K transformadas con virus de simio 40
(SV40) (Tattersall y Bratton, 1983) en un sistema de recogida convencional (por ejemplo, camaras Cell[STACK® (CS)
de 10 capas; rendimiento preferido: 1 x 103 unidades infecciosas por célula infectada), es simple, modificable a escala
y reproducible. El procesamiento corriente abajo para eliminar el ADN y las proteinas contaminantes incluyen
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tratamiento con ADNasa, filtracién y dos centrifugaciones por gradiente de densidad de lodixanol, siendo el primer
gradiente un gradiente escalonado y el segundo, un gradiente escalonado (por ejemplo, titulo alcanzado: 1 x
10" UFP/ml) o un gradiente continuo (por ejemplo, titulo alcanzado: 3 x 10" UFP/ml). También se desarrollo un
procedimiento para obtener preparaciones infecciosas sin particulas de viriones vacios con fines de investigacion:
centrifugacion por gradiente de densidad de cloruro de cesio seguida de irradiacion UV (por ejemplo, titulo alcanzado:
1 x 10™ particulas fisicas/ml). Para la determinacion rapida y sensible de particulas fisicas (y, por tanto, relaciones de
particulas con respecto a infectividad), se desarrollé un "Capside-ELISA", basado en un nuevo anticuerpo monoclonal
que se dirige especificamente a capsides ensambladas.

La presente invencion ilustra este esfuerzo de normalizacion. Describe métodos para respaldar la investigacion
preclinica. Se consiguieron mejoras en tres etapas de la preparacion de la solucién madre de H-1PV: (1) produccion
de virus reproducible, normalizada, a gran escala, (2) purificacion y concentracion de virus mediante procedimientos
alternativos e (3) implementacién de criterios de control de calidad.

(A) Produccion de H-1PV reproducible, normalizada, a gran escala

Se establecié un proceso de produccién robusto y normalizado de H-1PV, como se ilustra a continuacién para cinco
lotes de virus individuales y como se resume en la Fig. 9.

Se consiguié un rendimiento de virus de 2 x 10" UFP con una concentracion de 1 x 10'© UFP/ml, compatible con el
uso preclinico y clinico, con una unica cdmara CS de 10 capas. Este rendimiento corresponde a una productividad de
aproximadamente 1 x 10% particulas infecciosas por célula infectada. El sistema de 10 capas proporciona
aproximadamente la misma superficie de fijacion que una placa de cultivo celular de 100 x 10 cm (Halder et al., 2012).
La produccion eficiente fue posible debido a las buenas condiciones de las células productoras (NB-324K), con una
viabilidad superior al 95 %, un ndmero de pases inferior a 20, sin contaminacién por micoplasma (Multiplexion,
Alemania) y la calidad uniforme del FBS.

Los intentos iniciales de aumentar a escala la produccién de H-1PV en un sistema de frascos rotativos fracasaron,
incluso cuando se aplicé gaseado intermitente con CO2 al 5 % y tampdn Hepes/NaHCOs (datos no mostrados). Los
inventores, sin embargo, consiguieron un medio intracelular éptimo para la produccién de virus mediante gaseado con
COa.

Una manera simple y eficiente de conseguir un aumento de escala era usar camaras CS, proporcionando
recuperaciones de hasta 1 x 10'2 UFP de cinco camaras de 10 capas. Seria posible un aumento a escala adicional
con camaras de 40 capas, aunque su manipulacion para la agitacion y el gaseado es mas laboriosa. Un aumento a
escala adicional con células adherentes implicaria el uso de vehiculos, como se describe para la produccién de
vacunas (Rajendran et al., 2014). Una alternativa atractiva seria usar cultivos celulares en suspension en reactores de
onda, como se describe para la produccion de vacunas de PV contra la enteritis de visén (Hundt et al., 2007). En el
documento WO 2015/031686 A1 se describe un método relacionado con respecto a la produccion de vectores AAV
recombinantes de alto titulo en células adherentes y en suspension.

(B) Purificacion y concentracién eficientes de preparaciones de H-1PV

Las recogidas de virus no procesadas contenian particulas completas, vacias y de densidad intermedia, y estaban
contaminadas por proteinas y ADN tanto viricos como de células hospedadoras. En primer lugar se trataron con
ADNasa y después se aclararon a través de un filtro (por ejemplo, filtro de 0,2 um). Esto dio como resultado la
eliminacion del 37 % del ADN de la célula hospedadora y el ADN virico no empaquetado y del 24 % de la proteina
total. Los fragmentos residuales de ADN de la célula hospedadora demostraron ser mas pequefios que 62 pb.

Se purificd H-1PV adicionalmente mediante centrifugacion por gradiente de lodixanol o CsCl. Estos métodos se
compararon con respecto al titulo de H-1PV obtenido, la separacion de particulas completas de vacias y la presencia
de proteinas contaminantes, segin se midi® mediante microscopia electrénica y tincion con azul de Coomassie
después de SDS-PAGE. En un informe reciente (Halder et al., 2012) se consiguié una purificacion alta de particulas
vacias frente a particulas completas a través de tres rondas de centrifugacion de CsCl, como se evidencia en
micrografias electronicas. Sin embargo, debido a la toxicidad del CsCl, este procedimiento no se recomienda para la
purificacion de referencia de lotes de virus preclinicos y clinicos. Esto llevd a los inventores a desarrollar un
procedimiento de purificacion de dos etapas que implicaba sucesivas centrifugaciones por gradiente de densidad de
IOD-PBS y VIS-Ringer.

La comparacion de las fracciones de gradiente de CsCl y VIS-Ringer muestra los pros y los contras respectivos de
estos métodos. Por un lado, la centrifugacién por gradiente de CsCl aparece como método de eleccién para preparar
viriones vacios con fines de investigacion, puesto que la relacion de particulas con respecto a UFP en la fraccion de
particulas vacias fue diez veces mayor después de la centrifugacion por gradiente de densidad de CsCl que después
de la etapa de Vis-Ringer, con un titulo especifico superior a 10" PP/mg de proteina. Por otro lado, el procedimiento
de centrifugacion por gradiente de lodixanol de dos etapas surge como una mejor manera de purificar particulas
infecciosas debido a que evita la toxicidad del CsCl (una desventaja en el caso de aplicaciones clinicas) y porque es
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menos costoso y lleva menos tiempo (medio dia frente a tres dias para la centrifugacion con CsCl). Ademas, produce
titulos de actividad especificos de aproximadamente 5 x 10" UFP/mg de proteina. La concentracion de virus en la
fraccion de particulas completas de Vis-Ringer fue de aproximadamente 1 x 10'© UFP/ml y aumento6 hasta 3 x 10"
UFP/ml cuando el gradiente escalonado de Vis-Ringer se reemplazé con un gradiente continuo. Las fracciones de
virus recogidas de los gradientes de Vis-Ringer fueron estables durante mas de dos afios, permitiendo que estas
fracciones se usasen como soluciones madre de virus sin ningiin cambio de tampdn adicional. Por estas diversas
razones, el procedimiento de purificacion con lodixanol se usa habitualmente para preparar soluciones madre de H-
1PV infeccioso. Ademas de los métodos de centrifugacion por gradiente de densidad que se presentan en el presente
documento, otros procedimientos de purificacion de virus validados en otros sistemas merecen ser sometidos a ensayo
para determinar su aplicabilidad a la preparacién de PV oncoliticos. La cromatografia y el cromatofoco son de especial
interés para la produccion a gran escala (Okada et al., 2009), puesto que las particulas vacias y completas pueden
separarse mediante cromatografia, como se muestra para AAV (Qu et al., 2007). El uso de absorbentes de membrana
para capturar el protoparvovirus MVM también se ha descrito recientemente (Weaver et al., 2013).

(C) Calidad alta de lotes de particulas completas y vacias

La Conferencia Internacional de Armonizacion ha publicado directrices para este tipo de producto en "Specifications:
Test Procedures and Acceptance Criteria for Biotechnological/Biological Products" (Especificaciones: Procedimientos
de ensayo y criterios de aceptacion para productos biotecnoldgicos/bioldgicos) (Q6B, 1999). Estas directrices
especifican los niveles a los que deben caracterizarse los farmacos, incluyendo sus propiedades fisicoquimicas,
actividad bioldgica, propiedades inmunoquimicas, cantidad, pureza, impurezas y contaminantes. En principio, el
material de origen, las etapas de purificacion y la formulacion garantizan la calidad constante de un medicamento. Se
cuantificaron y especificaron lotes de H-1PV de acuerdo con las directrices del CIH (ICH, por sus siglas en inglés).
Una cuestion particular abordada en la presente invencion fue la contaminacion de las soluciones madre de virus de
particulas completa por particulas vacias. Esto es importante porque las particulas vacias, aunque no son toxicas,
pueden afectar a la fisiologia celular e inducir respuestas inmunitarias antiviricas (Gao et al., 2014). Por tanto, se
requieren métodos para cuantificar tanto los viriones que contienen genoma como las particulas viricas fisicas totales.
Aungue la PCR cuantitativa aparece como una buena forma de cuantificar viriones completos, existe la necesidad de
un método mas conveniente de cuantificacion de particulas fisicas. Se desarroll6 en la presente invencion un "Capside-
ELISA" que usa el mAb BL-H1 que reconoce especificamente capsides H-1PV ensambladas. Este ELISA demostrd
ser menos laborioso, mas fiable y también mas sensible que el ensayo de hemaglutinacion utilizado habitualmente
para detectar particulas parvoviricas. El aclaramiento de particulas vacias de lotes de viriones completos sigue siendo
un objetivo para la mejora adicional de los procedimientos de purificacion. Por el contrario, también es importante
obtener soluciones madre de particulas vacias que estén libres de viriones infecciosos y puedan estudiarse por sus
efectos in vitro e in vivo en ausencia de infectividad virica. Esto se consiguié irradiando lotes de particulas vacias con
luz UV para inactivar viriones infecciosos. El procedimiento T da como resultado lotes de particulas vacias que
contienen menos del 107"° % de viriones infecciosos.

(D) Ambito de aplicacion del anticuerpo monoclonal BL-H1

Ademas de su uso en el control cualitativo y cuantitativo de soluciones madre de virus, el mAb BL-H1 ha demostrado
ser valioso tanto para la investigacion preclinica como para la de ensayos clinicos y de acompainamiento. Se usa como
patrén para cuantificar anticuerpos especificos contra H-1PV en suero de animales tratados (Grekova et al., 2011) y
podria usarse en el futuro para controlar la seroconversion en pacientes. BL-H1 también puede usarse como
anticuerpo de captura en un ELISA que detecta viremia en sujetos infectados y para seleccionar ratas de instalaciones
animales para detectar infeccion por PV (documento EP 2 332 986 A1).

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Caracterizacion de anticuerpos dirigidos a proteinas de la capside virica

Se analizaron extractos de proteinas preparados a partir de células 293T HEK transfectadas con un clon molecular
de H-1PV infeccioso mediante centrifugacion por gradiente de sacarosa. Se analizaron fracciones individuales para
detectar la presencia de las proteinas GP, IU, HAU y VP. Las VP se detectaron, respectivamente, mediante
transferencia puntual western con anticuerpos BL-H1 o aVP. Los datos muestran que el mAb BL-H1 reconoce
especificamente las capsides ensambladas, mientras que aVVP reconoce las proteinas VP.

Figura 2: Caracterizacién del ELISA de Capside de H-1PV

La absorbancia a 450 nm se representa graficamente frente al nimero de particulas de H-1PV anadidas
(determinado mediante ELMI). Los valores indicados representan medias con barras de desviacion tipica de 3
mediciones independientes. Una dosis-respuesta lineal derivé del andlisis de regresion de datos. Las muestras
indicadas como "QC-L" y "QC-M" contenian, respectivamente, 4 y 8 x 108 particulas y se usaron posteriormente
como patrones de control de calidad de concentracion baja y media.

Figura 3: Separacioén de capsides de H-1PV vacias de completas mediante centrifugacion por gradiente de CsCl
Se detectaron capsides mediante ensayo de hemaglutinacion (HAU) o Capside-ELISA (PP), mientras que el
genoma que contenia particulas viricas (GP) se cuantific6 mediante Q-PCR.
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Figura 4: Reproducibilidad de la produccion de H-1PV

Después de la producciéon en una CS de 10 capas, se prepararon y analizaron las recogidas de virus. Se
determinaron los titulos de UFP, GP y PP y se expresaron con respecto al numero de células en la CS en el
momento de la infeccién. Se muestran valores para 5 producciones independientes.

Figura 5: Alcance de la separacion de particulas completas y vacias después de la centrifugacién por gradiente de
densidad en (a) IOD-PBS y VIS-Ringer sucesivamente o (b) CsCl

Se muestran los titulos de UFP, GP y PP de las fracciones indicadas (medias con desviaciones tipicas de 5
experimentos independientes).

Figura 6: Recuperacion, actividad especifica y relacién de particulas con respecto a infectividad en fracciones de
particulas completas y vacias

La recogida de virus se aclaré y después se purificé mediante centrifugacion por gradiente de densidad de IOD-
PBS y VIS-Ringer o mediante centrifugacion por gradiente de densidad de CsCl. Se analizaron muestras de
recogida aclaradas, fraccion de gradiente de IOD-PBS que contenia virus, fracciones de gradiente de VIS-Ringer
de particulas completas y vacias y fracciones de gradiente de CsCl de particulas completas y vacias.

(a) Actividad especifica (UFP/mg), recuperacion de UFP (%) y relacion PP/UFP en las fracciones de particulas
intermedias y completas.

(b) Titulo de capside especifico (PP/mg), recuperacién de PP (%) y relacion PP/UFP en las fracciones de particulas
intermedias y vacias.

Figura 7: Concentracién de H-1PV mediante centrifugacion continua por gradiente de VIS-Ringer

Se aclard una recogida de H-1PV y después se purificd mediante centrifugacion por gradiente de densidad, en
primer lugar en un gradiente escalonado de IOD-PBS y después en un gradiente continuo de VIS-Ringer. Se
determinaron titulos de GP e IU en la recogida de virus aclarada, después del gradiente escalonado de I0OD-PBS
y en las fracciones 1 - 10 del gradiente continuo. Las fracciones ricas en IU 4 - 6 se analizaron adicionalmente,
mostrando concentraciones de H-1PV infeccioso de hasta 3,0 x 10" UFP/m.

Figura 8: Composicion de proteinas de lotes de virus de etapas sucesivas de purificacion

Paneles a, b: Se analizaron extractos de proteinas de muestras de virus (1 x 10'° PP) mediante SDS-PAGE y se
revelaron mediante (a) tincion con plata o (b) inmunotransferencia con anticuerpos aVP.

Calle 1: Recogida de virus, calle 2: recogida de virus aclarado, calles 3-7: fracciones de gradiente de CsCl
correspondientes a particulas completas (3), intermedias completas/vacias (4), vacias (5), intermedias
completas/vacias irradiadas con rayos UV (6) y particulas vacias irradiadas con UV (7), calle 8: particulas viricas
del gradiente de IOD-PBS, calles 9-11: fracciones de gradiente de VIS-Ringer correspondientes a particulas
completas (9), intermedias completas/vacias (10) y vacias (11), M: marcadores de tamano.

Paneles c, d: Micrografias electronicas que muestran fracciones de particulas vacias antes (c) y después (d) de la
irradiacion UV.

Figura 9: Diagrama de flujo de la produccién de H-1PV con los procedimientos recomendados para preparar
particulas infecciosas (A) y vacias (B)

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método para producir particulas de parvovirus activas completas y
particulas de parvovirus inactivas vacias, comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar la estirpe celular productora NB-324K;

(b) cultivar la estirpe celular en condiciones adecuadas e infectar las células a una densidad celular de 2,0 a 5,0 x
10* células/cm? con el parvovirus a una MDI de 0,5 a 2 x 102 UFP/células;

(c) recoger las células 2 a 6 dias después de la infeccion y obtener un sedimento celular mediante centrifugacion;

(d) someter el sedimento celular resuspendido a un método de lisis celular mecanico, fisico o quimico para obtener
un lisado celular que contiene parvovirus;

(e) tratar con ultrasonidos el lisado celular y someterlo a tratamiento con ADNasa;

(f) aclarar la recogida de parvovirus tratado con ADNasa mediante filtracion; y

(g1) purificar el parvovirus mediante dos ultracentrifugaciones por gradiente de densidad sucesivas, en donde el
primer gradiente es un gradiente escalonado de lodixanol/PBS y el segundo gradiente es un gradiente escalonado

de lodixanol/Ringer o un gradiente continuo de lodixanol/Ringer para obtener particulas de parvovirus activas
completas en una fraccion y particulas de parvovirus vacias en otra fraccion.

Para obtener resultados 6ptimos, la estirpe celular productora NB-324K se caracteriza por (a) una viabilidad de al
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menos el 95 %, (b) un numero de pases inferior a 20 (c) falta de contaminacién por micoplasma y (d) falta de produccion
de SV 40.

Preferentemente, el método de la presente invencion se usa para la produccion/purificacion del parvovirus H1-PV.

El experto en la materia conoce las condiciones comunes para cultivar la estirpe celular productora y para infectar las
células con el parvovirus. Por lo general, las células se cultivan a 37 °C, por ejemplo, en medio esencial minimo con
suero fetal bovino inactivado por calor (por ejemplo, FBS al 5 %) en una atmoésfera de COz al 5 %. Preferentemente,
el medio debe complementarse con penicilina, estreptomicina y L-glutamina.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la densidad celular de la etapa (b) es de 3,0 a 4,0 x
104 células/cm?.

En una realizacion preferida adicional del método de la presente invencion, la produccion de virus se realiza en un
sistema de cultivo celular de un solo uso, preferentemente una camara de cultivo celular de 10 capas, por ejemplo, la
camara CellSTACK® (CS). Puede conseguirse una mejora adicional con una camara CS de 40 capas o un sistema
de soporte. Preferentemente, para la recogida, el medio de cultivo se aspira y las células infectadas se tratan con un
tampdn y/o enzima adecuados, por ejemplo, PBS-EDTA o tripsina. El sobrenadante del medio y las células
desprendidas se centrifugan para obtener un sedimento celular, preferentemente a 5.000 x g, preferentemente durante
aproximadamente 5 min. El experto en la materia conoce métodos mecanicos, quimicos o fisicos adecuados para
liberar el parvovirus de las células productoras. Preferentemente, esto puede hacerse mediante ciclos de
congelacién/descongelacion, tratamiento con ultrasonidos y/o tratamiento con Triton® S100. El experto en la materia
también conoce métodos adecuados para tratar con ultrasonidos las células y el posterior tratamiento con ADNasa.
Por ejemplo, las células pueden tratarse con ultrasonidos a 30 a 70 W durante un tiempo suficiente y el tratamiento
con ADNasa se realiza con 20-80 U/ml de ADNasa, generalmente a 37 °C durante 10 a 50 min.

Para la purificacion adicional y para el enriquecimiento de particulas parvoviricas activas completas, se realizan
gradientes de densidad de lodixanol/PBS (IOD-PBS) y Visipaque/Ringer (Vis-Ringer). Estas etapas se describen con
mas detalle a continuacion.

El "lodixanol" mencionado anteriormente es sinénimo de "Visipaque" (para inyeccidon humana) o "lodixanolum" (calidad
de investigacion). La estructura quimica es

Oxy-CHs O -CHs

HO >N N S NN
wH T N o
x/ﬁ/\-f XN OH
HO/\\//\N/K\O %\
: 07N
oy H H/\OCOH

El nombre IUPAC es 5-[acetil-[3-[N-acetil-3,5-bis(2,3-dihidroxipropilcarbamoil)-2,4,6-triyodoanilino]-2-
hidroxipropilJamino]-1-N,3,N-bis(2,3-dihidroxipropil)-2,4,6-triiodobenceno-1,3-dicarboxamida. El nimero de CAS es
92339-11-2. Visipaque también es un agente de contraste bien conocido para imagenes de TC.

(i) Gradientes de densidad de IOD-PBS y Vis-Ringer

Por tanto, para eliminar proteinas, se realizé una centrifugacion por gradiente de densidad escalonada como se
describe por Zolotukhin (Zolotukhin et al., 1999). En una realizacién preferida, se llenaron tubos Quickseal (Beckman,
Alemania, por ejemplo, 25 x 89 mm) con 10-50 ml, preferentemente 20 ml, de suspension de virus. Esta suspension
se cubrié con dos a cinco, por ejemplo, cuatro, capas de lodixanol (Alexis Shield, Noruega) en PBS. Concentraciones
preferidas de lodixanol: 15, 25, 40 y 60 %. La ultracentrifugacion se realizé durante un tiempo y velocidad adecuados
en una ultracentrifuga, preferentemente 2 h a 4 °C en un rotor de 50,2 Ti a 50.000 rpm (Beckman, L870M, Alemania)
que corresponde a una fuerza centrifuga relativa (FCR) de 227.220. Por lo general, se recogieron 3,5 ml de suspensién
de virus de la capa de lodixanol al 40 %. A continuacion, se realizdé una segunda centrifugacion por gradiente de
densidad con Visipaque (GE Healthcare, Noruega) diluido en solucién de Ringer (B. Braun, Alemania) para una
eliminacion adicional de proteinas y una separacion de particulas completas de particulas vacias. En una realizacién
preferida, se llenaron tubos Quickseal (por ejemplo, 25 x 89 mm) con suspension de virus del gradiente de densidad
de IOD-PBS, diluido al menos 1:2,5 en tampdn, por ejemplo, solucién de Ringer. Después se colocaron 1-10 ml (por
ejemplo, 5 ml) de Visipaque al 25 %, 1-10 ml (por ejemplo, 4 ml) de Visipaque al 40 % y 1-10 ml (por ejemplo, 4 ml)
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de Visipaque al 55 % en solucion de Ringer. Para la deteccion de la capa del 40 %, se realizéd un gradiente de
referencia, donde las fases de Visipaque/Ringer al 25 % y al 55 % se colorearon con rojo fenol. Adicionalmente, la
fase del 40 % se etiqueto por fuera en el tubo de muestra. La ultracentrifugacion se realizé en condiciones adecuadas,
por ejemplo, durante 2 h a 4 °C en un rotor de 50,2 Ti a 50.000 rpm. Después se recogieron dos fracciones de la fase
del 40 % con una jeringa y una aguja hueca: preferentemente 1-5 ml, por ejemplo, 2,5 ml, de la fraccién de particulas
completas (banda inferior en la capa del 40 %) y preferentemente 0,1-1,5 ml, por ejemplo, 800 ul, de la fraccién de
particulas vacias (banda superior en la capa del 40 %). El indice de refraccion de una muestra de 5 ul se midié con un
refractdmetro (AR200, Reichert Analytical Instruments, Alemania) y las densidades de las regiones de las que se
tomaron las fracciones se calcularon con una tabla de referencia para lodixanol (AXIS-SHIELD, Noruega).

(i) Gradiente continuo de Vis-Ringer

Para el gradiente continuo de Vis-Ringer, los tubos Quickseal se llenaron con suspension de virus diluida en solucion
de Ringer a un indice de refraccién de aproximadamente 1,3 a 1,4, por ejemplo, 1,3815, (correspondiente a Visipaque
al 30 %). La suspension de virus se cubrié con 0,1-1 ml, preferentemente 0,5 ml, de lecho de Visipaque al 60-70 %,
preferentemente al 65,2 %, y el tubo se llend completamente con, preferentemente, solucién de Visipaque/Ringer al
30 %. La ultracentrifugacion se realizé en condiciones adecuadas, preferentemente durante 10 h a 4 °C en un rotor
70,1 Ti a 63.000 rpm. Se recogieron fracciones de aproximadamente 500 pl del fondo con goteo controlado.

Como se ha mencionado anteriormente, para obtener particulas inactivas vacias se realiza un gradiente de densidad
de CsCl. Se establecié un gradiente de densidad de CsCl como se ha descrito anteriormente (Paradiso, 1981). Se
llenaron tubos de centrifuga de polialdmero (Beckmann, Alemania; 14 x 95 mm) con 1-10 ml, preferentemente 5 ml,
de CsCl a aproximadamente 1,4 g/cm? de densidad y se recubrieron con 0,1-2 ml, preferentemente 1 ml, de sacarosa
1M seguido de 5ml de suspension de virus. La ultracentrifugacion se realizd en condiciones adecuadas,
preferentemente 15 °C durante al menos 20 h a 39.000 rpm en un rotor SW41. Se recogieron diferentes fracciones del
fondo (por ejemplo Fr n.° 1: 500 pl, fr n.° 2: 300 pl, fr n.° 3-20: 200 yl) y el contenido de la capside (particula fisica, PP
(por sus siglas en inglés)) se midié por medio del nuevo ELISA (Capside-ELISA) que se describe a continuacion o
mediante ensayo de hemaglutinacién. Para la deteccion de unidades de hemaglutinacion (Kongsvik y Toolan, 1972),
las fracciones se diluyeron de 1:10 a 1:50, por ejemplo, 1:25, en tampdn (por ejemplo, PBS) y se diluyeron
adicionalmente en serie (por ejemplo, 1:2) en una placa de fondo redondo de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania).
A continuacion, se afiadié una cantidad adecuada, preferentemente 25 pl, de una suspension al 2 % de glébulos rojos
de cobaya (Charles River Laboratories, Alemania) en PBS. La placa se incubd, por ejemplo, durante 1 h a 4 °C, y el
titulo se leyé como la dilucion mas alta a la que se completoé la hemaglutinacidon. Se midio el indice de refraccion y se
calculo la densidad de acuerdo con una tabla de referencia para CsCl (Griffith, 2006). Las fracciones que contenian
capsides completas o vacias se agruparon y se dializaron directamente, por ejemplo, frente a 1.000 volimenes de
tampon VTE durante aproximadamente 30 min a temperatura ambiente. A esto le siguieron varios, preferentemente
tres, ciclos de didlisis a 4 °C para eliminar el CsCl téxico.

En otra realizacion preferida, también pueden obtenerse particulas vacias después de la centrifugacion por gradiente
de Vis-Ringer. Como se ha mencionado anteriormente, la fraccion de particulas vacias se encuentra como la banda
superior en la capa del 40 %.

Para la inactivacion de particulas infecciosas residuales en el conjunto de particulas vacias, la fraccion de particulas
vacias se somete a una etapa de desactivacion. Son métodos de desactivacion adecuados la inactivacion UV (Tuynder
et al, 2004), los métodos quimicos, fisicos y/o térmicos. Se prefiere en particular la inactivacion UV.

La presente invencion también proporciona un método para determinar la relacion de capsides de parvovirus nativas
con respecto a proteinas de capsides no ensambladas o capsides desnaturalizadas. En una realizacion preferida, la
relacion se determina usando un anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo monoclonal particularmente preferido es el
anticuerpo monoclonal BL-H1 (DSM ACC 3030). El experto en la materia conoce formatos adecuados para el uso de
este anticuerpo, por ejemplo, ELISA. Los siguientes ejemplos tienen por objeto ilustrar, pero no limitar, la invencién.
Aunque dichos ejemplos son tipicos de aquellos que podrian usarse, pueden utilizarse como alternativa otros métodos
conocidos por los expertos en la materia.

Ejemplo 1
Materiales y métodos

(A) Estirpe celular productora, solucién madre de virus H-1PV

Se cultivaron células de rifion de recién nacido humano NB-324K transformadas con virus de simio 40 (SV40)
(Tattersall y Bratton, 1983) a 37 °C en medio esencial minimo (MEM, Sigma, Alemania) con suero fetal bovino al 5 %
inactivado por calor (FBS, Biowest, Francia) en una atmésfera de COz al 5 %. El medio se complementd con penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y L-glutamina 2 mM (Life Technologies, Alemania). Para la produccion, se
sembraron células NB-324K propagadas en matraces Y de 175 cm? (Nunc, Dinamarca) en una camara de cultivo
CellSTACK® de 10 capas (Corning, Alemania) con un area de crecimiento de 6,360 cm2. Se midieron la densidad
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celular y la viabilidad tifiendo las células vivas con azul de tripano al 0,4 % (Invitrogen™, Alemania). Las células se
contaron con un contador de células Countess® (Life Technologies, Alemania). Se usé una solucién madre de virus
H-1PV purificada internamente para infectar las células.

(B) Produccién de H-1PV

Se eligio una CellSTACK® (CS) de 10 capas como sistema de produccién de un solo uso conveniente. Para la siembra
y la infeccién celular simultaneas, se sembraron células NB-324K a 3,6 x 10* células/cm? en la CS de 10 capas y se
infectaron inmediatamente con H-1PV a una multiplicidad de infeccion (MDI) de 0,01 unidades formadoras de placa
(UFP) por célula. El pH durante la infeccion fue de 7,0 + 0,1. Las células infectadas se incubaron durante 4 dias a
37°C con COz al 5% hasta que el efecto citopatico (ECP), medido como el porcentaje de células muertas y
desprendidas observadas con un microscopio, alcanzé al menos el 30 %. Para la siembra y la infeccion no
simultaneas, se sembraron células NB-324K a 7,9 x 103 células/cm? en una CS de 10 capas y se les permiti6 crecer
durante tres dias, momento en el que habian alcanzado una densidad de aproximadamente 3,6 x 10* células/cm?,
medida en un cultivo de matraz de control. Después, estas células ancladas se infectaron a una MDI de
0,01 UFP/célula y se incubaron durante 4 dias como se ha descrito anteriormente. Para la recogida, el medio se aspird
y las células infectadas se trataron con PBS/EDTA 1 mM. El sobrenadante de medio y las células separadas se
centrifugaron durante 5 min a 5.000 x g. El sedimento se lavé con PBS, se resuspendio en tampoén Virus Tris/EDTA,
pH 8,7 (VTE) que contenia Tris HCI 0,05 M, EDTA 0,5 mM, y se sometio a tres ciclos de congelaciéon/descongelacion.
Después de la centrifugaciéon durante 5 min a 5.000 x g, se desecharon los residuos celulares. Después, el lisado
celular se traté con ultrasonidos a 48 W durante 1 min en un homogeneizador ultrasénico Sonorex Super 10 P
(Bandelin, Alemania) y se traté con ADNasa (50 U/ml, Sigma, Alemania) durante 30 min a 37 °C.

(C) Purificaciéon de H-1PV

La recogida del virus tratado con ADNasa se aclaré6 mediante filtracion a través de un filtro Sartolab® P20 Plus de
0,2 ym (Sartorius, Alemania). Se usaron dos métodos diferentes para purificar el virus, ya sea dos gradientes
escalonados consecutivos, uno con lodixanol-PBS (IOD-PBS) y otro con Visipague-Ringer (VIS-Ringer), o un gradiente
de densidad de cloruro de cesio seguido de dialisis frente a tampén VTE.

(i) Gradientes de densidad de IOD-PBS y VIS-Ringer

Para eliminar proteinas, se realizé una centrifugacion por gradiente de densidad escalonada como se describe por
Zolotukhin (Zolotukhin et al., 1999). Para esto, se llenaron tubos Quickseal de 25 x 89 mm (Beckmann, Alemania) con
20 ml de suspension de virus. Esta suspension se cubrié con cuatro capas de lodixanol (Alexis Shield, Noruega) en
PBS (concentraciones de lodixanol: 15, 25, 40 y 60 %). La ultracentrifugacion se realizé durante 2 h a 4 °C en un rotor
50,2 Ti a 50.000 rpm (Beckmann, L870M, Alemania) que corresponde a una fuerza centrifuga relativa (FCR) de
227.220. Por lo general, se recogieron 3,5 ml de suspension de virus de la capa de lodixanol al 40 %. A continuacién,
se realizé una segunda centrifugacién por gradiente de densidad con Visipaque (GE Healthcare, Noruega) diluido en
solucion de Ringer (B. Braun, Alemania) para una eliminacion adicional de proteinas y una separacion de particulas
completas de particulas vacias. Para esto, se llenaron tubos Quickseal de 25 x 89 mm con suspensién de virus del
gradiente de densidad IOD-PBS, diluido al menos 1:2,5 en solucion de Ringer. Después se colocaron 5 ml de
Visipaque al 25 %, 4 ml de Visipaque al 40 % y 4 ml de Visipaque al 55 % en solucion de Ringer. Para la deteccion de
la capa del 40 %, se realizé un gradiente de referencia, donde las fases de Visipaque/Ringer al 25 % y al 55 % se
colorearon con rojo fenol. Adicionalmente, la fase del 40 % se etiquetdé por fuera en el tubo de muestra. La
ultracentrifugacion se realiz6 durante 2h a 4 °C en un rotor 50,2 Ti a 50.000 rpm. Después se recogieron dos
fracciones de la fase del 40 % con una jeringa y una aguja hueca: 2,5 ml de la fraccién de particulas completas (banda
inferior en la capa del 40 %) y 800 ul de la fraccion de particulas vacias (banda superior en la capa del 40 %). El indice
de refraccidon de una muestra de 5 pl se midié con un refractometro (AR200, Reichert Analytical Instruments, Alemania)
y las densidades de las regiones de las que se tomaron las fracciones se calcularon con una tabla de referencia para
lodixanol (AXIS-SHIELD, Noruega).

(i) Gradiente continuo de Vis-Ringer

Para el gradiente continuo de Vis-Ringer, se llenaron tubos Quickseal con suspensién de virus diluida en solucion de
Ringer a un indice de refraccion de 1,3815 (correspondiente de Visipaque al 30 %). La suspension de virus se cubrid
con 0,5 ml de un lecho de Visipaque al 65,2 % y el tubo se llené completamente con una solucién de Visipaque/Ringer
al 30 %. La ultracentrifugacion se realizé durante 10 h a4 °C en un rotor 70,1 Ti a 63.000 rpm. Se recogieron fracciones
de aproximadamente 500 pl del fondo con goteo controlado.

(iii) Gradiente de densidad de cloruro de cesio y ensayo de hemaglutinacion
Se establecié un gradiente de densidad de CsCl como se ha descrito anteriormente (Paradiso, 1981). Para esto, se
llenaron tubos de centrifuga de polialdbmero de 14 x 95 mm (Beckmann, Alemania) con 5 ml de CsCl a 1,4 g/cm? de

densidad y se cubrieron con 1 ml de sacarosa 1 M seguido de 5 ml de suspension de virus. La ultracentrifugacién se
realizé a 15 °C durante al menos 20 h a 39.000 rpm en un rotor SW41. Se recogieron diferentes fracciones del fondo
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(frn.° 1: 500 pl, fr n.° 2: 300 pl, fr n.° 3-20: 200 pl) y se midioé el contenido de la capside (particula fisica, PP) por medio
del nuevo ELISA (Capside-ELISA) que se describe en el presente documento o mediante ensayo de hemaglutinacion.
Para la deteccion de unidades de hemaglutinaciéon (Kongsvik y Toolan, 1972), las fracciones se diluyeron 1:25 en PBS
y se diluyeron adicionalmente en serie 1:2 en una placa de fondo redondo de 96 pocillos (Greiner Bio-One, Alemania).
A continuacion, se afiadieron 25 pl de una suspension al 2 % de glébulos rojos de cobaya (Charles River Laboratories,
Alemania) en PBS. La placa se incub6 durante 1 h a 4 °C y el titulo se leydé como la diluciéon mas alta a la que se
completo la hemaglutinacion. Se midié el indice de refraccion y se calculd la densidad de acuerdo con una tabla de
referencia para CsCl (Griffith, 2006). Se agruparon fracciones que contenian capsides completas o vacias y se
dializaron directamente frente a 1.000 volumenes de tampén VTE durante aproximadamente 30 min a temperatura
ambiente. A esto le siguieron tres ciclos de didlisis a 4 °C para eliminar el CsCl tdxico.

(D) Inactivacion UV del grupo de particulas vacias

Para la inactivacion de particulas infecciosas residuales en el conjunto de particulas vacias, se colocaron 500 pl de
fraccion de particulas vacias en el centro de un plato de 6 cm (Greiner Bio-One, Alemania) debajo de una campana
de flujo laminar estéril. Se usé una lampara UV (Tipo NU-4, Herolab, Alemania) que emitia a 254 nm para irradiar la
muestra a 0,5 mW/cm?, medida con un radiometro (VLX-3W, Benda, Alemania). La muestra se irradio 4 veces durante
2 min con intervalos de 5 min sin UV.

(E) Cuantificacién y caracterizacion del virus

(i) Ensayo de formacién de placa

Los ensayos de placa se realizaron esencialmente como describieron Tattersall y Bratton, 1983. Se cultivaron células
NB-324K en cultivos de monocapa en medio MEM que contenia FBS al 5 %, penicilina 100 ug/ml, estreptomicina
100 pg/ml y L-glutamina 2 mM. Se infectaron al 60 % de confluencia con diluciones en serie de H-1PV y se incubaron
durante 1 h a 37 °C. Después, el indculo se reemplazé con una capa de bacto-agar (al 1,7 % en MEM que contenia
FBS al 5 %). El dia cuatro después de la infeccion, las células vivas se tifieron durante 18-24 h mediante la adicion de
una solucion de tincion con rojo de toluileno al 0,02 % (Sigma, Alemania) que contenia bacto-agar (Becton Dickinson,
Alemania). Los platos se incubaron a 37 °C con COz al 5 %. Las unidades formadoras de placas se contaron 5 dias
después de la infeccion en una caja de luz y su concentracion se expres6 en UFP/ml.

(ii) Ensayo de hibridacion de ADN para H-1PV infeccioso

Se sembraron células NB-324K (7,6 x 10° células/pocillo) en una placa de 96 pocillos 24 h antes de la infeccién con
H-1PV. Se infectaron con diluciones en serie con factor de dilucién 10 de H-1PV y se incubaron durante 72 h a 37 °C
con CO2 al 5 %. Después de congelar a -80 °C y de lisis alcalina (NaOH 1,5 M), su ADN se transfirié a una membrana
de nylon, se entrecruzé con un agente de Entrecruzamiento Ultravioleta CL-1000 (UVP, EE.UU.) y se hibrid6 con una
sonda radiomarcada con 32 especifica de NS1 antes de la autorradiografia. La titulacion del virus se realizo por
duplicado y el titulo se expreso en unidades infecciosas (Ul) por ml (Lacroix et al., 2010).

(iii) Determinacion de particulas viricas que contienen genoma

El nimero de particulas viricas que contienen genoma (GP, por sus siglas en inglés) se determiné mediante Q-PCR,
esencialmente como se ha descrito anteriormente (Lacroix et al., 2010). Cada pocillo recibié 20 yl de mezcla de
reaccion que contenia 1x Premix Ex Taq™ (TaKaRa, Francia), sonda NS1-TagMan™ marcada 0,3 pM, cada cebador
a 0,3 uM y 3 yl de molde. La Q-PCR se ejecutd en un sistema de deteccion de secuencia Abi Prism 7900 HT vy los
resultados se procesaron con el software SDS 2.1 (Applied Biosystems, Alemania).

(iv) Capside-ELISA de H-1PV

Se desarrollo un ELISA para la deteccién de capsides (completas o vacias, en lo sucesivo en el presente documento
denominadas "particulas fisicas" o PP). Se recubri6 una placa flexible de 96 pocillos de fondo en U (BD Falcon, NJ)
durante la noche a 4 °C con 100 pl de anticuerpo monoclonal BL-H1 a 2 ng/ul en PBS. El desarrollo de este anticuerpo
(Leuchs et al., 2010) se describe a continuacion. Se retird la solucion de recubrimiento, se afiadieron 200 pl de tampdn
de bloqueo (caseina 2 mg/ml (Sigma, Alemania) y Tween 20 al 0,05 % (Sigma, Alemania) en PBS) a cada pocillo y la
mezcla se incubd durante 1 h a 37 °C. Se aspir6 el tampdn de bloqueo y los pocillos se lavaron con PBS, Tween 20 al
0,05 %, después de lo cual el control positivo, el control negativo, la muestra y las diluciones en serie de patrén de H-
1PV (todas ellas en tampon PBS) se sembraron en placas por duplicado a 100 pl/pocillo. La placa se incubé durante
1 h a 37 °C. La mezcla de reaccion se aspir6 y los pocillos se lavaron. A continuacion, se afiadieron 100 pyl de mAb
BL-H1 marcado con peroxidasa de rabano picante (0,1 ug/ml) a cada pocillo y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Las
muestras se aspiraron y los pocillos se lavaron con PBS, Tween 20 al 0,05 %. Después de la adicién de 100 ul de
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (Sigma, Alemania) a cada pocillo, la placa se incubd durante 15 min a temperatura
ambiente en oscuridad. La reaccion se detuvo afadiendo 100 pyl de H2SO4 1 M por pocillo. La absorbancia de la
muestra se midié a 450 nm con un Lector de Placas Ascent Multiscan (Thermo Fisher Scientific, Alemania).
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(v) Ensayo de acido bicinconinico (BCA) y de Bradford

La concentracion de proteina se determiné con el kit de ensayo de proteinas Pierce® BCA 23227 (Pierce, EE.UU.) en
el intervalo de trabajo de 5-250 pug/ml. La concentracion de proteina se determin6 con un patron de albumina sérica
bovina (BSA) y se midié con Nanodrop 2000. El Ensayo de Bradford se realizé en una placa de 96 pocillos en el
intervalo de trabajo de 50-2000 pg/ml, con BSA como patrén (Sigma, Alemania).

(vi) SDS-PAGE, tincion con plata y transferencia Western

Para evaluar la pureza de las preparaciones de virus, se realizé una SDS-PAGE al 10 % (SERVA Electrophoresis,
Alemania), seguida de tincion con plata (Invitrogen, CA) y transferencia Western. Para la deteccién de proteina de la
céapside virica (VP), se usé anticuerpo anti-VP de conejo policlonal (aVP) (proporcionado por C. Dinsart, DKFZ,
Heidelberg) y un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano picante (Analisis por
Transferencia Western Amersham™ ECL).

(vii) Medicién de ADN

El ADN se cuantific6 midiendo la absorbancia a 260 nm con un espectrofotometro Nanodrop. EI ADN genémico
humano en las preparaciones de virus se cuantific6 mediante Q-PCR con el kit de cuantificacion de ADN humano
Quantifiler® (Applied Biosystems, Alemania) para la deteccion de h-TERT (transcriptasa inversa de telomerasa
humana), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El limite de deteccion fue de 26 ng/ml y el tamafio del
amplicon fue de 62 pb. Como control positivo, se usd6 ADN gendmico de células NB-324K.

(viii) Endotoxinas y esterilidad

La contaminacién por endotoxinas se sometioé a ensayo con el Ensayo de Lisado de Amebocitos Limulus Endosafe®
Gel-Clot (Charles River Laboratories, Alemania). La sensibilidad del ensayo fue de 0,25 unidades de endotoxinas (UE)
por mililitro. En cada preparacion de H-1PV se verificd la ausencia de contaminacion bacteriana o fungica incubando
2,5 pl de la preparacion en agar de soja/peptona durante 5 dias a 37 °C.

(ix) Microscopia electronica

Para el andlisis cualitativo de las preparaciones de virus, se tomaron imagenes de microscopia electrénica. Para esto,
se afadieron 5 ul de suspensién de virus a una rejilla de cobre recubierta de carbono lista para usar y se incubaron
durante 2 min. Después, la rejilla se lavé con 5 pl de agua bidestilada y se recubrié con acetato de uranilo al 2 %
durante 30 s. Las gotas se absorbieron de la rejilla con papel de filtro Whatman 50 y la rejilla se secd durante
aproximadamente 1 min. Las fotos se tomaron con un microscopio electrénico de transmisiéon Zeiss con un aumento
de 20.100 x.

(F) Desarrollo y caracterizacion del anticuerpo monoclonal BL-H-1

Para generar un anticuerpo monoclonal contra las capsides H-1PV (PP), se inmunizaron ratones Balb/c (Charles River,
Alemania) por via intraperitoneal, 3 veces durante un periodo de 3 meses, con 1,2 x 108 UFP cada vez. Una semana
después de la ultima inyeccion de H-1PV, se les extrajo el bazo y las células del bazo se fusionaron con células de
linfoma X63/Ag8 (Kuck et al., 2007; Wobus et al., 2000). Las células de hibridoma se propagaron y los sobrenadantes
de un solo clon se seleccionaron mediante transferencia puntual western contra H-1PV. Los pocillos positivos se
seleccionaron mediante analisis de colonias Unicas y después de tres rondas de seleccion, las células de hibridoma
seleccionadas se usaron para producir anticuerpos BL-H1 en un biorreactor CELLine 1000 (Integra Biosciences AG,
Suiza).

Se usé medio RPMI 1640 complementado con FBS al 10 %, penicilina 100 pg/ml, estreptomicina 100 pg/ml, L-
glutamina 2 mM, Hepes 20 mM pH 7,2 para cultivar las células de hibridoma. La subclase del anticuerpo BL-H1 se
determino con el kit de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratén Amersham (Braunschweig, Alemania). Se
realizé una purificacién con el kit de columna de afinidad HiTrap™ Protein A HP (GE Healthcare, Suecia) y el sistema
Akta prime (GE Healthcare, Alemania). La concentracion de IgGza se determiné con el Kit de ELISA de IgGza de raton
(BD Biosciences, Alemania).

(i) Analisis de H-1PV mediante transferencia puntual Western

Se transfirieron H-1PV purificado (1 x 108 UFP/punto) o fracciones de gradiente de densidad de sacarosa (diluido 1:10
en 100 pl de PBS) a una membrana de nitrocelulosa (AppliChem, Alemania) con un transferidor de vacio. Las etapas
de lavado se realizaron con PBS y Tween 20 al 0,05 %. La membrana se bloqueé durante 1 h con PBS que contenia
leche desnatada en polvo al 5 %. Para la deteccion de hibridoma, se incubaron 40 ul de sobrenadante de hibridoma
sin diluir durante al menos 3 h. Para el analisis de gradiente de sacarosa, se us6 mAb BL-H1 purificado (1:1.000) o
anticuerpo aVP (diluido 1:500). Después, la membrana se lavd durante 30 min a TA y se incubd con un anticuerpo
anti-ratén secundario de cabra acoplado a peroxidasa (GE Healthcare, Alemania) o un anticuerpo anti-conejo de cabra
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(GE Healthcare, Alemania) en PBS. La deteccion se realizé con ECL Plus e Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences
GmbH, Alemania).

(ii) Fraccionamiento del gradiente de densidad de sacarosa de proteinas de céapsides viricas ensambladas y no
ensambladas

Se prepard extracto de células 293T (CRL-11268, American Tissue Culture Collection) transfectadas con un clon
molecular de H-1PV infeccioso (Kestler et al., 1999) y recogido 72 h después de la transfeccion. Se transfirié un ml de
extracto a un gradiente lineal de sacarosa al 10-50 %. La centrifugacién se realiz6 a 4 °C durante 3,3 h a 28.000 rpm
en un rotor TST 41.14 (Kontron). Se recogieron fracciones (400 pl) y se analizaron mediante transferencia Western y
ensayo de hemaglutinacioén. Las fracciones también se analizaron para determinar la infectividad y las particulas que
contenian genoma.

Ejemplo 2
Caracterizacion de H1-PV

Uno de los objetivos de la presente invencion era normalizar el procedimiento de fabricacion de H-1PV. Esto implico
caracterizar cada etapa del proceso corriente arriba y corriente abajo, garantizando la reproducibilidad y caracterizando
completamente la identidad, pureza y seguridad del producto final con el fin de establecer procedimientos operativos
de referencia.

Se sometieron a ensayo dos métodos alternativos de preparacion de células e infeccion corriente arriba del proceso
de produccion central. También se compararon dos pistas de purificacion diferentes corrientes abajo de la produccion
central. La Tabla 1 resume los ensayos utilizados para caracterizar las etapas intermedias en el procedimiento de
produccion y el producto final como se describe a continuacién. Para cuantificar las particulas fisicas de manera mas
conveniente, fue necesario establecer un nuevo ensayo, que se describe a continuacion.

Tabla 1
Ensayos utilizados para la caracterizacion cuantitativa y cualitativa de soluciones madre de H-1PV
Ensayo Tipo de caracterizacion Unidad
Ensayo de formacién de placa Ensayo biolégico para la multiplicacion y propagaciéon de virus. UFP/ml

Titulos de virus expresados en unidades formadoras de placa

Ensayo de hibridacion de ADN para Ensayo in situ para infeccion de virus y replicacion de ADN. Ul/ml
infectividad Titulos de virus expresados en unidades infecciosas

Cuantificacion del genoma virico Caracterizacion fisica para determinar la presencia de genoma GP/ml
mediante PCR en tiempo real (Q- que contiene particulas viricas

PCR)

Capside-ELISA Determinacién fisica de particulas viricas ensambladas, PP/ml
expresadas en particulas fisicas

Ensayo de hemaglutinacion Caracterizacion fisica para determinar la aglutinacion de HAU/mI

eritrocitos de cobaya mediada por virus. Titulo de virus
expresado en unidades de hemaglutinacion
Medicion del indice de refraccion ~ Determinacion fisica de la densidad a partir del indice de mg/cm?3
refraccion (IR)
Ensayo de acido bicinconinico y de Cuantificacion colorimétrica de proteinas ug de
Bradford proteina/mi
SDS-PAGE y transferencia Determinacion de la pureza e identidad de proteinas viricas -
Western

Q-PCR con h-TERT Quantifiler Cuantificacion de ADN genémico celular ng de
ADN/ml

Medicion Azso Determinacion espectrométrica de ADN ng de
ADN/ml

Microscopia electronica Visualizacion ultraestructural de soluciones madre de virus -
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(continuacién)

Ensayo Tipo de caracterizacion Unidad
Ensayo LAL Determinacion de unidades de endotoxinas UE/mI
Ensayo de esterilidad Determinacién de unidades formadoras de colonias de bacterias UFC/ml

y hongos en placas de agar de soja/peptona

Dos objetivos de este estudio fueron separar las particulas completas de las vacias y determinar la relacion de
particulas con respecto a infectividad del producto final. La determinacion de esta relacion, que deberia influir tanto en
la eficacia terapéutica del tratamiento parvovirico como en la respuesta inmunitaria esperada, requiere determinar el
numero total de particulas fisicas (Rajendran et al.). Para desarrollar un método conveniente para cuantificar PP, los
inventores generaron un anticuerpo monoclonal contra H-1PV, que reconoce las capsides nativas pero no reconoce
las proteinas de la capside no ensambladas o las capsides desnaturalizadas. Este anticuerpo, denominado BL-H1, es
de tipo 1gGza. Su especificidad se ilustra en la Figura 1, que muestra los resultados de diversos analisis realizados en
las fracciones obtenidas después de la centrifugacion por densidad de sacarosa de extractos de células 293T
transfectadas con un clon molecular de H-1PV infeccioso. En las transferencias puntuales western, las Unicas
fracciones que proporcionaron una sefial tanto con el antisuero aVP (que reconoce predominantemente las proteinas
de la capside no ensambladas) como con el mAb BL-H1 fueron las fracciones 9 a 18. Se descubri6 que estas fracciones
contenian capsides ensambladas, como se demostré midiendo la hemaglutinacién, GP e IU. BL-H1 no reaccioné con
las fracciones 3 a 8, que contenian proteinas de la capside no ensambladas o parcialmente ensambladas. Las
fracciones 9 a 19 incluian particulas vacias y que contenian genoma, y las particulas infecciosas se concentraron en
las fracciones 12 a 19. Cabe sefialar que, aunque las sefales de hemaglutinaciéon y BL-H1 se limitaron a la misma
regién de los gradientes, el ultimo pico se desplazé hacia densidades mas altas. Ademas, se descubrié que BL-H1 no
reaccionaba con las proteinas de la capside desnaturalizadas y no mostraba reaccidn cruzada con las capsides del
virus diminuto protoparvovirus estrechamente relacionado del raton (datos no mostrados).

Ejemplo 3
ELISA para la cuantificacion de la capside de H-1PV

Para cuantificar las particulas fisicas a lo largo de la produccién de H-1PV, los inventores desarrollaron un "Céapside-
ELISA" usando mAb BL-H1. Para normalizar el ELISA, se mezclé H-1PV con diluciones apropiadas de una solucion
madre de adenovirus de tipo 5 (Ad5, American Type Culture Collection) de titulo conocido y las mezclas se visualizaron
mediante microscopia electronica. En 8 imagenes elegidas al azar, se contaron las particulas H-1PV y Ad5 y se
determind el nimero de particulas de H-1PV con respecto al titulo de Ad5 conocido. El ELISA mostré una relaciéon
lineal reproducible entre el nimero de PP (en el intervalo de 2,5 x 10° a 3,9 x 107 PP) y la absorbancia a 450 nm (Fig.
2). Se usaron dos de las diluciones sometidas a ensayo, QC-L (carga de viriones baja) y QC-M (carga de viriones
media) como controles de calidad en ensayos posteriores. Cuando se uso centrifugacion por gradiente de densidad
de CsCl para separar las capsides de H-1PV vacias de las completas, este ELISA permitié la cuantificacién de ambas.
Esto se ilustra en la Fig. 3, que muestra la distribucion de las capsides (determinada mediante la presente Capside-
ELISA y mediante ensayo de hemaglutinaciéon) y la de las particulas que contenian genoma después de la
centrifugacion. Los dos métodos para detectar particulas fisicas proporcionaron perfiles superponibles, con un pico
mayor para capsides vacias y dos menores para capsides completas. La deteccion por PCR de capsides que
contenian ADN analogamente reveld dos grupos de densidad (fracciones 4-6 y fracciones 7-10). Aunque las particulas
de densidad intermedia pueden consistir en particulas interferentes defectuosas (Faust y Ward, 1979), su naturaleza
no se analizé adicionalmente. No obstante, los resultados de los presentes inventores muestran claramente que el
ELISA desarrollado es adecuado para la deteccion de rutina de particulas fisicas.

Ejemplo 4
Produccion a gran escala de H-1PV
(A) Optimizacién de la siembra e infeccién celulares

En primer lugar, los inventores optimizaron la densidad celular en el momento de la infeccién, la MDI y el momento de
la recogida. Los mayores rendimientos de virus se obtuvieron con una densidad celular de 3,6 x 10* células/cm?, una
MDI de 1 x 102 UFP/célula y recogiendo 4 dias después de la infeccion, con un ECP de aproximadamente el 30 %
(datos no mostrados). Estas condiciones se usaron posteriormente en todos los experimentos de produccién, siendo
la Unica diferencia que algunas células se cultivaron en matraces Y de 175 cm?, se recogieron, se transfirieron a una
CS y se infectaron inmediatamente, mientras que a otras se les permitié crecer en la CS durante tres dias antes de la
infeccion.

La Tabla 2a muestra que las células infectadas y sembradas simultaneamente y las células a las que se les permitio
crecer durante tres dias en la CS antes de la infecciéon no diferian significativamente en cuanto a la produccion de
virus por célula infectada o la liberacion de virus en el sobrenadante por célula infectada. En ambos casos, se
produjeron aproximadamente 1 x 10% UFP por célula infectada, lo que corresponde a un rendimiento promedio de 2 x
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10"" UFP por CellSTACK® de 10 capas. Las concentraciones de proteinas en las recogidas de virus obtenidas también
fueron similares para los dos procedimientos (2 x 10% ug/ml), lo que indica que los dos cultivos alcanzaron la misma
densidad en el momento de la recogida. Como la infeccion tres dias después de la siembra ahorré tiempo de trabajo
y material en comparacion con la siembra e infeccidon simultaneas, se adopté el primer enfoque. El sobrenadante del
medio de cultivo contenia solo el 10 % de las UFP totales, a una concentracion relativamente baja (aproximadamente
107 UFP/ml). Como concentrar el sobrenadante era laborioso, lento e ineficiente, esta fraccion se desechd en las
producciones de rutina.

Tabla 2a
Recuperaciones de particulas infecciosas después de dos procedimientos diferentes de siembra/infeccién

Procedimiento de siembra/infeccion UFP/célula infectada pg/ml de proteina

3 dias en CS antes de la infeccion 1,1+ 1,8E+03 2,0 £+ 0,9E+03

Extracto celular - - —— -
siembra e infeccion simultaneas 0,8 + 0,4E+03 1,7 £ 0,4E+03
. 3 dias en CS antes de la infeccion 0,1+ 0,2E+03 0,8 + 0,4E+03

Sobrenadante de medio - - —— -
siembra e infeccion simultaneas 0,5+ 0,4E+03 0,9+0,4E+03

Medias con desviaciones tipicas de las concentraciones de particulas infecciosas proteinas en las recogidas de
virus. Se calcularon concentraciones en extractos celulares (20 ml/CS) y sobrenadantes de medio (1000 ml/CS) a
partir de 5 0 mas producciones independientes.

(B) Reproducibilidad del proceso corriente arriba normalizado y rendimientos de H-1PV

Como se muestra en la Figura 4, el rendimiento de viriones de H-1PV fue altamente reproducible en cinco producciones
independientes. La relacion de particulas con respecto a infectividad (PP/UFP) y la proporcion de particulas que
contenian genoma (PP/GP) también fueron similares entre estas producciones. La relacion de UFP con respecto a
GP a PP fue de 1:7 x 1025 x 103. Por tanto, parecia que en promedio una célula indicadora tenia que infectarse con
7 x 102 viriones que contenian genoma para experimentar una infeccion productiva. Aproximadamente el 14 % de los
viriones totales contenian un genoma encapsulado.

Ejemplo 5
Purificacién de H-1PV
(A) Digestion con ADNasa y aclaramiento de las recogidas de H-1PV

Las recogidas de virus sin procesar se trataron con ADNasa para digerir ADN virico no encapsidado y de células
hospedadoras, y después se aclararon mediante filtracion a través de un filtro Sartolab® P20 Plus. Los resultados
obtenidos para cinco lotes individuales mostraron la importancia de estas etapas. Segun se midié con el kit de
cuantificacion de ADN humano, el 99,8 % del ADN de la célula hospedadora se retir6 mediante tratamiento con
ADNasa. Sin embargo, solo se eliminé el 37 % del ADN total, determinado mediante medicion de Azsonm. EI ADN
residual podria ser genomas viricos protegidos y/o fragmentos de ADN celular mas pequefios que los amplicones h-
TERT (62 pb) utilizados para la deteccion de ADN. Como se ilustra en la Fig. 8a, la etapa de filtracion eliminé el 24 %
de las proteinas de la célula hospedadora y derivadas de FBS. Mas del 80 % de los viriones infecciosos y el 100 % de
las particulas fisicas se recuperaron después del aclaramiento (Tabla 2b). En conclusion, esta primera etapa de
purificacion es rapida y elimina cantidades significativas de ADN y proteinas extrafios.

Tabla 2b
Rendimientos de la recogida de virus (extractos celulares) y recuperaciones después del aclaramiento
Recogida de virus Después del aclaramiento % de Recuperacion
UFP/ml 7,2 + 6,4E+09 5,8 + 6,1E+09 81
GP/ml 4,8 £+ 2,7E+12 6,1+ 3,4E+12 127
PP/mi 1,7 + 0,8E+13 1,9+ 1,3E+13 111
Mg de proteina/ml 2,1+ 0,9E+03 1,6 £ 0,4E+03 76

Se disolvio el virus recuperado de una CS de 10 capas en 20 ml de VTE y se determinaron UFP, GP y PP. La
concentracion de proteinas se cuantific6 mediante ensayo colorimétrico. Se muestran medias con desviaciones
tipicas para 5 producciones independientes. La recuperacion se calculé después del aclaramiento de la recogida
del virus mediante filtracién de 0,2 pm.

(B) Separacion de las particulas completas de las vacias
Para separar las particulas de H-1PV completas de las vacias, se compararon dos procedimientos de centrifugacion

por gradiente. Se obtuvieron resultados similares con cinco recogidas individuales de H-1PV de dos cultivos de CS de
10 capas. Después del aclaramiento, cada recogida se dividié en dos partes iguales, una de las cuales se purificd
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mediante dos gradientes escalonados consecutivos: IOD-PBS y VIS-Ringer, siendo las formulaciones de Ringer y
Visipaque de esta ultima muy adecuadas para la inyeccion en seres humanos. Como se describe en Materiales y
métodos, se recogieron dos fracciones, la fraccion de particulas completas (banda inferior en la fase del 40 %) con
una densidad aproximada de 1,25 g/ml y la fraccién de particulas vacias (banda superior en la fase del 40 %) con una
densidad aproximada de 1,23 g/ml. Como se muestra en la Figura 5a, el titulo medio de particulas infecciosas en la
fraccion de particulas completas fue de 1,3 x 10" UFP/ml, mientras que las concentraciones de GP y PP fueron
respectivamente de 9,2 x 10'2 GP/mly 1,7 x 10" PP/ml. Los titulos en la fraccion de particulas vacias fueron de 6,3 x
10° UFP/ml, 4,6 x 10'2 GP/ml y 3,9 x 10" PP/ml.

Tabla 2¢
Fraccién de particulas vacias después de la centrifugacion por gradiente de Visipaque/Ringer
Titulo® fraccion de particulas vacias®
PP/ml 3,9E+13 + 2,9E+13
GP/ml 4,6E+12 + 3,1E+12
UFP/mI 6,3E+09 + 5,8E+09
PP/UFP 6,1E+03 + 6,5E+03

aPP, particulas fisicas; GP, particulas que contienen genoma; UFP, unidades formadoras de placa
®Después de la centrifugacion por gradiente de Visipaque/Ringer

Como alternativa para obtener particulas vacias, la segunda mitad de la recogida del virus se fraccioné en un gradiente
continuo de densidad de CsClI seguido de didlisis contra VTE. Como se muestra en la Figura 5b, la fraccion de
particulas vacias mostro una concentracion de particulas ligeramente mas alta (1,1 x 10'* PP/ml) y todavia contenia
virus infecciosos residuales (1,8 x 10° UFP/ml, 1,2 x 102 GP/ml). Las particulas infecciosas en la fraccion de particulas
completas tenian un titulo de UFP comparable al obtenido después de las centrifugaciones por gradiente de IOD-PBS
y VIS-Ringer (1,0 x 10'° UFP/ml), mientras que la contaminacion por particulas vacias se redujo ligeramente (1,4 x
10" PP/ml). Ambos métodos mostraron buena reproducibilidad.

(C) Recuperacion y enriquecimiento en particulas infecciosas de H-1PV

Como se muestra en la Figura 6a, la centrifugacion por gradiente de densidad de IOD-PBS condujo a una pérdida
significativa de particulas infecciosas (46 %). La pérdida adicional en la siguiente etapa de gradiente de VIS-Ringer
fue insignificante. Cabe destacar que las centrifugaciones combinadas de gradiente de lodixanol condujeron a la
eliminacion de mas del 90 % de la proteina total de la fraccion infecciosa de virus. La etapa de I0D-PBS dio como
resultado un aumento de 15,4 veces en la actividad especifica y la etapa de VIS-Ringer dio como resultado un aumento
adicional de 5,9 veces. Por tanto, se consiguié un aumento global de 91 veces en la actividad especifica, a 3 x
10" UFP/mg de proteina, a través de este proceso de purificacion. Por otro lado, la purificacion del gradiente de
densidad de CsCl condujo a una pérdida ligeramente mayor de particulas infecciosas (57 %) pero también a una
eliminacion de proteinas mas eficiente, dando como resultado un aumento de 227 veces en la actividad especifica. La
relacion resultante de particulas con respecto a infectividad (PP/UFP) fue cercana a 10° : 1 después de ambos métodos
de purificacion.

(D) Recuperacion de particulas vacias

Como se muestra en la Figura 6b, la recuperacién de particulas fisicas en la fraccion de particulas vacias fue mayor
después de la purificacion por gradiente de densidad de CsClI (78 % del PP total de la recogida de virus aclarado) que
después de las centrifugaciones por gradiente de densidad de IOD-PBS y VIS-Ringer (7 %). Ademas, la fraccion de
particulas vacias de VIS-Ringer contenia una proporcion relativamente alta de GP (relacién de GP con respecto a PP:
1:10) y UFP (relacion de UFP con respecto a PP: 1 : 10*) en comparacion con la fraccion de particulas vacias de
CsCl (relacion de GP con respecto a PP: 1 : 102; relacién de UFP con respecto a PP: 1 : 10°). Esto conduce a los
presentes inventores a recomendar la centrifugacion por gradiente de densidad de CsCI para la preparacion de
capsides vacias. La concentracién de capside de la fracciéon de particulas vacias de CsCl fue de aproximadamente
1,4 x 10" PP/mg de proteina.

(E) Concentracion de H-1PV mediante centrifugacion continua por gradiente de VIS-Ringer

El titulo de particulas infecciosas en lotes de virus obtenidos mediante los métodos de purificacion de IOD-PBS/VIS-
Ringer y CsCl mencionados anteriormente fue de aproximadamente 1 x 10'© UFP/ml. Puesto que se requiere un titulo
mas alto para algunas aplicaciones, los presentes inventores intentaron reemplazar el gradiente escalonado de VIS-
Ringer con un gradiente continuo. Esto permitié a los presentes inventores conseguir un titulo de 3 x 10'" UFP/ml (Fig.
7).

Ejemplo 6

Particulas vacias inactivadas
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En la fraccién de particulas vacias obtenida después del fraccionamiento con CsCl, todavia se podian detectar virus
infecciosos (relacion de UFP con respecto a PP: 1 : 10%). Para permitir el uso de particulas vacias como control no
infeccioso, fue necesario desarrollar un método de inactivacién que eliminase la infectividad del virus sin alterar la
estructura de la capside. Esto se consiguié mediante irradiacion UV (Tabla 3). Aunque la irradiacion UV no cambi6 el
titulo de PP, redujo el titulo de GP medido en un 90 %. Esto probablemente se deba a la interferencia del dafio del
ADN inducido en los genomas viricos con su titulacion mediante Q-PCR. Cabe destacar que, la irradiacion UV redujo
la infectividad del virus en mas de 7 logs, con una infectividad residual tan baja como de 1 UFP por 7 x 10'" PP. Esto
permitid usar preparaciones purificadas de particulas vacias irradiadas con UV como controles no infecciosos en
estudios preclinicos de los efectos oncoliticos de H-1PV (Kiprianova et al., 2011).

Tabla 3
Efecto de la irradiacion UV sobre la contaminacion de la fraccion de particulas vacias por viriones infecciosos
Titulo® Fraccion de particula vacia® Fraccién de particula vacia inactivada por UV®
PP/ml 1,1+ 0,7E+14 1,1+ 0,7E+14
GP/ml 1,2+ 1,0E+12 9,0+ 5,1E+10
UFP/ml 1,8 £ 3,0E+09 1,6 £ 0,8E+02
PP/UFP 4,6 £ 4,3E+05 6,9 £ 4,9E+11

aPP, particulas fisicas; GP, particulas que contienen genoma; UFP, unidades formadoras de placa
bDespués de la centrifugacion por gradiente de CsCl (véase la Fig. 6b)
¢254 nm, 0,5 mW/cm?2, muestras irradiadas 4 veces durante 2 min a intervalos de 5 min

Ejemplo 7
Pureza de las preparaciones de H-1PV

Las preparaciones de H-1PV se analizaron para detectar la contaminacién por proteinas y ADN, la presencia de
endotoxinas y la esterilidad. Se analizaron proteinas de diferentes etapas y fracciones de gradiente en el proceso de
purificacion mediante SDS-PAGE y se revelaron mediante tincion con plata. Como se ilustra en la Figura 8a, se
detectaron los polipéptidos viricos esperados VP1, VP2 y VP3. Las cantidades de impurezas restantes después del
fraccionamiento por gradiente de densidad fueron bajas o indetectables. Los dos métodos de purificacién fueron
igualmente eficaces. Cabe sefialar que las particulas vacias purificadas con CsCl carecian de VP3, en consonancia
con el hecho de que las capsides vacias no lograron la escision de VP2 a VP3 (Paradiso et al., 1984; Tattersall et al.,
1976). No se observo degradacion significativa de la proteina de la capside después de la irradiacion UV. El analisis
por transferencia Western confirm¢ la identidad de las bandas de polipéptidos VP (Fig. 8b). No se observo diferencia
ultraestructural entre las capsides irradiadas con UV y no irradiadas con UV mediante microscopia electrénica (Fig.
8c, d). Los lotes purificados de capsides completas contenian menos de 2,5 UE/ml, cualquiera que sea el método de
purificacidon, mientras que los lotes de particulas vacias e inactivadas contenian menos de 25 UE/ml, compatible con
el uso de preparaciones de H-1PV en modelos animales con el limite de la administracidén de alimentos y farmacos de
los EE.UU. de 5 UE/kg de peso corporal (Malyala y Singh, 2008). Todas las preparaciones resultaron ser estériles.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir particulas de parvovirus vacias inactivas o completas activas, comprendiendo dicho
método:

(a) proporcionar la estirpe celular productora NB-324K;

(b) cultivar la estirpe celular en condiciones adecuadas e infectar las células a una densidad celular de 2,0 a 5,0 x
10* células/cm? con el parvovirus a una MDI de 0,5 a 2 x 102 UFP/células;

(c) recoger las células 2 a 6 dias después de la infeccion y obtener un sedimento celular mediante centrifugacion;
(d) someter el sedimento celular resuspendido a un método de lisis celular mecanico, fisico o quimico para obtener
un lisado celular que contiene parvovirus;

(e) tratar con ultrasonidos el lisado celular y someterlo a tratamiento con ADNasa;

(f) aclarar la recogida de parvovirus tratado con ADNasa mediante filtracion; y

(g1) purificar el parvovirus mediante dos ultracentrifugaciones por gradiente de densidad sucesivas, en donde el
primer gradiente es un gradiente escalonado de lodixanol/PBS y el segundo gradiente es un gradiente escalonado
de lodixanol/Ringer o un gradiente continuo de lodixanol/Ringer para obtener particulas de parvovirus activas
completas en una fraccion y particulas de parvovirus vacias en otra fraccion.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la densidad celular de la etapa (b) es de 3,0 a 4,0 x 10* células/cm?.
3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde para la etapa (f) se usa un filtro de 0,2 ym con prefiltro.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la estirpe celular productora NB-324K se
caracteriza por

(a) una viabilidad de al menos el 95 %;
(b) un numero de pases inferior a 20; y/o
(c) falta de contaminacién por micoplasma.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la produccion de virus se realiza en un sistema
de recogida.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el sistema de recogida es una camara de cultivo celular de 10 capas.
7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el parvovirus es H1-PV.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende adicionalmente determinar la relacion de
capsides de parvovirus nativas con respecto a proteinas de capsides no ensambladas o capsides desnaturalizadas.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde la relacion se determina mediante el uso de un anticuerpo monoclonal.

10. El método de la reivindicacion 9, en donde el anticuerpo monoclonal es el anticuerpo BL-H1 (DSM ACC 3030).
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