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VACTNAS VIRAIS DERIVADAS DE CELULAS CCM NIVEIS BRIXOS
DE DNA RESIDUAL DPE CALULA
Todos os documentos e informagdes on-line citadas
aqui s&o incorporadas como refer8ncia em sua totalidade.
CAMPO TECNICO
A invencdo prové produtos e processos aperfeigoados de
cultura de célula com impurezas reduzidas. Especificamente,
a invencdo prové um método aperfeigoado para degradagao de

qualquer DNA residual de cultura de célula funcional

permanecendo associado ao produto gerado da cultura de

célula. De acordo com a invengdo, o DNA residual de cultura
de c¢&lula funcional é degradado por tratamento com um
agente alguilante de DNA, tal como P-propiolactona (BPL).

Esse processo pode ser usado para tratar uma faixa de

produtos de cultura de célula incluindo vacinas e proteinagf«

recombinantes.
HISTORICO DA INVENGRO

A produgao comercial de vacinas virais requer,
tipicamente, grandes quantidades de virus como uma fonte de
antigenos. Quantidades comerciais de virus para prcdugdo de
vacinas'podem ser obtidas por cultura e replicagdo de um
virus semente em um sistema de cultura de célula. Sistemas
de cultura de célula apropriados para replicagdo viral
incluem células de mamiferos, aves ou insetos, porém os
sistemas de cultura de célula de mamiferos sdo
especificamente preferidos para vacinas virais de modo a
garantir a glicosilagdo apropriada e dobra das proteinas de
antigenos dos virus. Por razdes semelhantes, os sistemas
de cultura de célula de wamiferos sao também preferidos

para expressdc da proteina recombinante.
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Se nfo mwodificadas de ceus estados ocorrende
naturalmente, as culturas de células possuem uma capacidade
limitada de reproducdo e subsequentemente sao impraticéveis
e ineficientes para producdo da gquantidade de material
necessaria para a vacina comexrcial ou proteina
recombinante. Consequentemente, para f£ins de fabricacao, é
preferido que a células sejam modificadas para serem
linhagens de célula "contiruas" ou "imortalizadas®, de modo
a aumentarem o numero de vezes que elas podem ser dividir.
Muitas dessas modificagdes empregam mecanismos semelhantes
aos que estdo implicados nas células oncogénicas. Como tal,
existe uma questdo que quaisquer materiais residuais dos
processos de cultura de célula, tais como, DNA da célula
hospedeira sejam zremovidos da formulagdo final de um
produto de vacina ou de proteina recombinante fabricado
nesses sistemas.

Um modo padrdo para remogdo do DNA residual da
célula hospedeira & por tratamento com DNAse. Um método
conveniente desse tipo é revelado na Patente Européia
0870508 e Patente US 5948410, envolvendo um tratamento de
duas etapas, primeiro o uso de uma DNAse (por exemplo,
benzonase) e entido um detergente catidnico (por exemplo,
CTAB) .

Esforcos corren-es para reduzir esse risco focaram
a reducdo da concentracdo total de DNA residual da célula
hospedeira. E um objezivo da presente invengdo reduzir o
risco adicional por eliminagdo da funcionalidade de
gualquer DNA remanescente da célula hospedeira.

SUMARIO DA INVENGAO

A invencdo prové produtos e ,rocessos de culture de
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célula aperfei -oados com impurezas reduzidas.
Especificamente, a invengdo prové um método aperfeigoado
para degradagdo de qualque: DNA residuval de cultura de
célula funcional permanecendo associado zo pruduto gerado
da cultura de célula. De acordo ccm a invengdao, o DNA
residual de cultura de célula funcional €& degradado por
tratamento com um agente alguilante de DNA, tal como B-
propiolactona (BPL). Esse wnrocesso pode Sser usado para
tratar uma faixa de produtos de cultura de célula inclqindo
vacinas e proteinas recombinantes.

A invengao inclui | uma vacina compreendendo
proteinas imunogénicas derividas de um virus propagado na
cultura de célula, onde a vacina & substancialmente isenta
de DNA residual de cultura de célula funcional. Além disso,
a invencdo se refere as proteinas recombinantes expressas
na cultura de célula, onde a formulagdo final da proteina
recombinante & substancialmente isenta de DNA residual de
cultura de célula funcional.

A funcionalidade de qualguer DNA residual de célula
hospedeira pode ser eliminada por tratamento do DNA com um
agente alquilante que cliva o DNA em porgdes pequenas o
suficiente, de modo que ele & incapaz de codificar uma
proteina funcional, a ser transportada para © interior de
um cromossoma de paciente humano, ou de outre forma de ser
reconhecida pela maquinaria de replicagdo de DNA do
receptor. Preferivelmente, o comprimento do DNA residual de
cultura de célula degradado é inferior a 500 pares de base.
Mais preferivelmente, o compr: wento do DNAZA residual de
cultura de célula degradado é inferior a 200 »ares de base.

DESCRICAO ETALHADA
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A invencdo prové produtos de cultura de célula e
processos aperfeigoados com impurezas reduzidas.
Especificamente, a invencdo prové um método aperfeicoado
para degradagdo de qualquer DNA residual de cultura de
célula funcional permanecendo associado ao produto gerado
da cultura de célula. De acordo com a invengdo, © DNA
residual de cultura de célula funcional é degradado poxr
tratamento com um agente alquilante de DNA, tal como B-
propiolactona (BPL). Esse processo pode ser usado para
tratar uma faixa de produtos de cultura de célula incluindo
vacinas e proteinas recombinanfés.

A invengao inclui uma vacina compreendendo
proteinas imunogénicas derivadas’ de um virus propagado na
cultura de célula, onde a vacina & substancialmente isenta
de DNA residual de cultura de célula funcional. Além disso,
a invenc3o se refere &as proteinas recombinantes expressas
na cultura de célula, onde a formulagdo final da proteina
recombinante & substancialmente isenta de DNA residual de
cultura de célula funcional.

A funcionalidade de qualquer DNA residual de célula

‘hospedeira pode ser eliminada por tratamento do DNA com um

agente alquilante gque cliva o DNA em porgdes pequenas o
suficiente para serem incapazes de codificar uma proteina.
funcional, a ser transportada para o interior d.:  um
cromossoma de paciente humano, ou de outra forma de ser
reconhecida pela maquina de replicagdo de DNA do receptor.
O comprimento do DNA residual de cultura de célula
degradado (n3oc funcional) & preferivelmente inferior a
1,000 pares de base (por exemplo, inferior a 1,000, 800,

700, 600, 50¢, .00, 300, 200, 150, "00, 7%, ou .0 psres de



10

20

25

5/57

base) . Preferivelmente, o comprimento do DNA residual de
cultura de célula degradado € inferior a 500 pares de base.
Mais preferivelmente, o cocuprimento do DNA residual de
cultura de célula degradado é inferior a 200 pares de base.

Conforme usado agui, a referéncia ao "DNA
funcional™ ou "RNA funcional® indica uma sequéncia
nuclgotidica capaz de ser traduzida em uma proteina
funcional ou transposta para um cromossoma de mamifero. De

modo geral, sequéncias nucleotidicas capazes de seren

traduzidas em uma proteina funcional requerem regiles

promotoras, cddons de partida, cbddons de paradé e
seqiéncias de codificagao internas para proteinas
funcionais. Quando ocorre lesdo ao DNA, como da adig¢do de
um agente alguilante, muitas dessas regides sdo alteradas
ou destruidas, tal que a tradugdo pode prosseguir mais
lentamente ou apenas prosseguir para formar uma subunidade
de oligopeptideo da proteina pretendida.

"DNA residual de cultura de célula degradado
funcional" se refere ao DNA funcional que ndo pode ser
traduzido em uma proteina funcional ou ser transportado
para um cromossoma de mamifero. Preferivelmente, "DNA
residual funcional degradado" possui um comprimento
inferior a 1,000 pares de Dbase, mais preferivelmente
inferior a 500 pares de base, mesmoO mais preferivelmence
inferior a 250 pares de base, e mais preferivelmente
inferior a 100 pares de base. O comprimento do DNA residual
funcional degradado pode ser determinado por técnicas
padrdo, incluindo eletroforese de gel.

A invencdo prové composi¢des de vacina e

£

formulagdes de proteina ‘erombinante que

w
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substancizlmente isentas de DNA residual de cultura de
célula funcional. Conforme usado aqui, substancialmente
isenta de¢ DNA residual de cultura de célula funcional se
refere a uma composig¢do ou formulagdo onde fragmentos de
DNA residual inferiores a 200 pares de base sio detectaveis
em menos de 10 ng por 0,5 mL. O tamanho de qualquer DNA
residual de cultura de célula pode ser medido por técnicas
padrdo, incluindo eletroforese do gel por capilaridade e
tecnologia de ampliagdo de &cido nucléico.

O emprego de um agente alquilante tal como BPL na

invencdo prové o beneficio adicional de reduzir agregagdo e

~contaminantes. Formulagdes de vacina com agregados

reduzidos podem também possuir imunogenicidade melhorada. A
imunogenicidade de uma vacina se fixa na especificidade dos
anticorpos para epitopos virais  especificos. Se a
superficie de uma proteina estiver ligada ou mascarada por
moléculas indesejadas ou impedida através de agregagao em
macromoléculas maiores, os epitopos podem ger tornar menos
reconheciveis e, portanto, menocs eficazes em uma vacina.
Além disso, as formulacdes de vacina com agregados
reduzidos podem  possuir vantagens de processamento
adicionais. Os processos de purificagdo se fiam no
isolamento da proteina esperada, por exemplo, hemaglutinina
e neuraminidase em uma vacina contra Influenza. Se a
proteina for estruturalmente mocificada pela presenca de
agregados ou reticulagio, 2la pode ndc ser reconhecida e
subsequentemente ser removida por cromatografia de coluna,
filtracdo e centrifugagdo.

Agentes alquilantes

Oz agentes alguilanter para emprego a& 1nvengao
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inc:uem substadncias que introduzem um radical alcalino no

composto. Preferivelmente, o agente algquilante & um =gente

M

monoalguilante, tal como BPL. A BPL um agente

monoalquilante amplamente empregado para inativag¢ao dos
virus

na preparagdo de muitas vacinas. A BPL reage com

varias moléculas bioldgicas incluindo Acidos nucléicos onde

ela causa mcdificacdo estrutaral por alquilagdao e
depuracdo. A BPL €& geralmente representada pela seguinte
estrutura: .
‘,0\
i
o—
A BPL, in vitro, vreage de modo geral com Os

nucleéfilos presentes em altas concentrac¢des, sob condigdes

favoraveis para reagdes de substiruicdo nucledfila - como

em vapor alto, concentracdes altas de BPL e solventes

polares aprdticos - para formar Aacidos propidnicos

funcionalizados, tais como, 7-(2-carbdxietil)guanina ou 1-

(2-carbéxietil)desoxiadenosina (Esquema 1). Boutwell e

outros,

Annals New York Academy of Sciences, 751-764;
Perrin e outros, Biologicals, 23 (1995) 207-211; Chen e
outros, Carcinogenesis, 2(2) (1981) 73-80.
Esquema 1 (de Chen e outros):
Q:t:"? ,\%i:irg:\ e _v.~j o ~~-R1*Fi:E;N_
bt ¥ L NJEN, P ; &\ N,j_ ’ m}{
R R
BPL, desoxiadenosina, 1-(2-

carbdéxietil)desoxiadenosina
Tal ligacdo ou alguilagio das bases de DrA induz
mutagenicidade por vérios mecanismos incluindo substituigdes

de pares de base, esoecialmente depurac¢idc, delegdes e
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reticulacdo dos nucleosideos. O #'to grau de mutagenicidade
e reatividade de BPL corresponde ac exterminio rapido dos
virus e degradacdo de DNA subsequente em subprodutos nao
carqinogénicos.

Cualguer  DNA residual de cultura de célula
funcional & degradado por tratamento com menos de 1% BPL
(porAexemplo, menos de 1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, 0,2%, 0,1%,
0,075%, 0,05%, 0,025%, 0,01% ou 0,005%) . Preferivelmente, O
DNA residual de cultura de célula funcional.é degradado poxr
tratamento com entre 0,1% e 0,01% de BPL.

O agente alquilante é.preferivelmente adicionado a
uma solucdo tamponada e o pH da solugdo é preferivelmente
mantido entre 5 e 10. Mais preferivelmente o pH da solugdo
& mantido entre 6 e 9. Mesmo mais preferivelmente o pH da
solucdo é mantido entre 7 e 8.

Em alguns métodos, o agente alquilante é adicionado
mais de uma vez. Por exemplo, um primeiro tratamento com
BPL pode ser realizado e entdo um segundo tratamento com
BPL pode ser realizado. Entre o primeiro e o segundo
tratamentos pode haver uma etapa de remogdo de agente
alquilante, porém o agente alquilante pode ser adicionado a
um segundo tratamento, sem remocdo de qualquer agente
alguilante que permaneg¢a do primeiro tratamento.

Preferivelmente, o agente alquilante também & usado
como agence de inativagdo para o virus usado na vacina. Os
agentes alqguilantes da invengdo sdo preferidos em relagdo
aos agentes de inativagao tradicionais, tais como, aldeidc
fé6rmico, que pode reticilar as proteinas em Outro material,
incluindo DNA de célula hospedeira. Tal‘reticu1a¢éo pode

~onduzir & formacio <= agregados (t.is como, conglomerados
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de proteina-proteina, combinagdes de nucleotideo e
combinacdes de proteina-nucleotideo). Em razdo dos agentes
alguilantes, tals como BPL, nio sge fiarem em tais
mecanismos de reticulag¢do para inativagdo viral, o uso de
tais agentes alquilantes para inativagdo viral, o uso de
tais agentes alquilantes para inativagdo viral minimiza a
formagao de agregados e outras impurezas no produto de
vacina. Tais agregados podem cowpreender proteinas ligadas
idnica ou covalentemente Aas outras proteinas, proteinas
idnica ou covalentemente ligadas aos outros nucleotideos
e/ou nucleotideos idnica ou- covalentemente ligados -aos
outros nucleotideos.

Conforme usado aqui, a referéncia & "agregagdao" ou
"um agregado" indica uma massa ou vorpo de unidades
individuais ou particulas ligadas em conjunto para criar
grupos maiores ou particulas. A agregacdo pode ser, de modo
geral, determinada por medigdes quantitativas dos
componentes desejados e apbs uma etapa de agregagao
possivel ou antes e apds aplicagdo de um método de
interrupcdo do agregado (por exemplo, por tratamento com
detergente) por eletroforese de gel (tal como sistema de
Laemmli), cromatografia, turbidez da solugdo ou estudos de

sedimentacdo e outros métodos bem conhecidos na arte.

0 tratamento com o} agente alguilante,
especificamente com BPL, pode envolver fases com
temperaturas diferentes. Por exemplo, pode haver um-

primeira fase em uma temperatura baixa (por exemplo, entre
2-8°C, tal n~omo cerca de 4°C) e uvma segunda fase em uma
temperatura mais alta, tipicauwente pelo menos 10°C maioxr

gque a primeira fase (por exemplo, entre 25-50°C, tal como
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cexrca de 37°C) . Ecse DXOcesso de duas fases é
especificamente Gtil quandc o agente alguilante esta sendo
usado para ambas inativag¢do e degradagao do DNA. Em um
esqueima tipico, a inativagdo do virus ocorre durante a fase
de temmeratura inferior e a degradagdo do DNA ocorre
durante a fase de temperatura mais alta. Conforme descrito
em maiores detalhes a seguir, uma temperatura aumentada
pode também facilitar a remogdo do reagente de alquilagao
sensivel ao aguecimento.

Proteinas imunogénicas

As proteinas imunogénicas apropriadas para empiego
na invencdo podem ser derivadas de quaisquer virus que seja
o alvo de uma vacina. As proteinas imunogénicas podem ser
formuladas como virus inativado (ou exterminado), virus
atenuado, formulacdes de virus dividido, formulagdes de
subunidade purificada, proteinas virais que sdo isoladas,
purificadas ou derivadas de um virus e particulas
semelhantes a virus (VLPs).

As proteinas imunogénicas da invengdo sao antigenos
virais que preferivelmente incluem epitopos que sdo
expostos & superficie do virus durante pelo menos um
estagio de seu ciclo de vida. Os antigenos virais sdo
preferivelmente conservados através de miltiplos sorotipos
ou isolados. Os antigenos virais incluem antig-nos
derivados de um ou mais dos virus estabelecidos a seguir,
bem como os antigenos especificos identificadqs a seguir;
Os virus podem estar em envoltérios ou ndo, preferivelmente
em envoltdrios. Os virus sio preferivelmente RNA virus e,
mais preferivelmente RNAss virus. Eles podem ter um genoma

de sentido cu preferivelmente um genoma de anti-sentido.
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Seus genomas podem ser nao segmentadcs ou preferivelmente
segmentados.

Orthomyxovirus: Antigenos virais podem sexr
derivados de um Orthomyxovirus, tal como Influ=znza A, B e
C. Os antigenos do Orthomyxovirus antigenos podem ser
selecionados de uma ou mais das proteinas virais,
hemaglutinina (HA), neuraminidase (NA), nucleoproteina
(NP), proteina de matriz (M1), proteina da membrana (M2),
um ou mais dos componentes da transcriptase (PB1, PB2 e
PA) . Os antigenos preferidns incluem HA e NA.

Antigenos de Influeﬁza podem ser derivados. de
cepas de Influenza. Alternativamente antigenos  para
Influenza podem ser derivados de cepas com potencial para
causar surto pandémico (isto &, cepas de Influenza com nova
hemaglutinina em comparagdao a uma hemaglutinina nas cepas
circulando correntemente ou cepas de Influenza que sdo
patogénicas em aves e possuem O potencial de serem
transmitidas horizontalmente na populagdo humana ou cepas
de Influenza que sdo patogénicas aos sSeres humanos) .
Dependendo da estagao especifica e da natureza do antigeno
incluido na vacina, os antigenos de Influenza podem ser
derivados de um ou mais dentre os subtipos de hemaglutinina
que se seguem: H1l, H2, H3, H4, HS, H6, H7, H8, HI, H10,,
H11l, H12, Hi3, H14, H15 ou Hlé6.

Os antigenos de Influenza da invenc¢éo podem sexr
derivados de uma cepa de Influenza, especificamente uma
cepa Influenza aviédrio altamente patogénica  (HPAI).
Alexander, Avian Dis (2003) 47(3 Suppl) : 976-81) .

Detalhes adicionais dos autigenos do virus

-~

Tnfluenza sio fornecidos a segulir.

"J" ~
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Virus Paramxoviridae: Os antigenos virais podem
ser derivados do virus Paramyxoviridae, tals como
Pneumovirus (RSV), Paramyxovirus (PIV) e Morbillivirus

(sarampo) .

Pneumovirus: Os antigenos virais podem  ser
derivados de um Pneumovirus, tal como Virus Sincicial
Respiratdrio (:8V), virus Sincicial Respiratdrio Bovino,
virus da Pneumonia de camundongos e virus de
rinotraqueite de perus. Preferivelmente, O Pneumovirus &
RSV. Os antigenos para o} Pneumovirus podem ser
selecionados de uma ou mais das proteinas que se seguemn,
incluindo proteinas de fusdo de superficie (F),
glicoproteina (G) e proteina "hidréfoba pequena (SH),
proteinas de matriz M e M2, proteinas de nucleocapsideo
N, P e L e proteinas nd3o estruturais NS1 e NS2.
Antigenos para Pneumovirus preferidos incluem F, G e M.

Vide por exemplo, J Gen Virol. 2004 Nov; 85(Pt 11) :3229).

0Os antigenos para Pneumovirus podem também ser
formulados em ou derivades de virus gquiméricos. Por
exemplo, virus quiméricos RSV/PIV podem compreender

componentes de ambos RSV e PIV.

Paramyxovirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de um Paramyxovirus, tal como virus,
Parainfluenza tipos 1 - 4 (PIV), Caxumba, virus Sendai,

virus de simios 5, virus parainfluenza bovino e virus da
doenca de Newcastle. Preferivelmente, o Paramyxovirus &
PIV ou de Caexumba. Os antigenos para Paramyxovirus podem
scr selecionados de uma ou mais das proteinas dgue se
seguem: Hemaglutinina-Neuraminidase (HN), Proteinas de

fusdo F1l e F2, Nuclecoprote.na (NP}, fosfoproteina (F),
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proteina grande (L) e proteina de matriz (M). As

proteinas de ParamyXovirus preferidas incluem HN, Fl e

F2. Antigenos para Paramyxovirus tamb&m podem ser
formulados ou derivados de virus quiméricos. Por
exemplo, virus quiméricos RSV/PIV podem compreendex

componentes de ambos RSV e PIV. Vacinas para caxumba
disponiveis comercialmente incluem virus da caxumba
atenuado, vivo em uma forma monovalente ou em combinacao
com vacinas para sarampo e rubéola (MMR).

Morbillivirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de um Morbillivirus, tal como Sarampo. Os
antigends para Morbillivirus podem ser selecionados de
uma ou mais das seguintes proteinas: hemaglutinina (H),
Glicoproteina (G), fator de fusdo (F), proteina grande
(L), Nucleoproteina (NP), Polimerase fosfoproteina (P) e
Matriz (M) . Vacinas para sarampo disponiveis
comercialmente incluem virus do sarampo atenuado, vivo,

tipicamente em combinacio com caxumba e rub&ola (MMR).

Picornavirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de Picornavirus, tais como, Enterovirus,
Rinovirus, Heparnavirus, Cardiovirus e Aftovirus. Os

antigenos derivados de Enterovirus, tal como Poliovirus
sdo preferidos.

Enterovirus: Os antigenos virais podem  ser
derivados de um Enterovirus, tal como, Poliovirus tipos 1,
2 ou 3, virus Coxsackie tipos 1 a 22 e 24, virus Coxsackie
B tipos 1 a 6, Echovirus (virus ECHO) tipos 1 a 9, 11 a 2%
e 29 a 34 e Enterovirus 68 a 71. Preferivelmeiite, o
Enternvirus é poliovirus. Os antigenos para enterovirus

si.c preferivelmente selecionados de uma Ou malis das
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proteinas de capsideo VPl que se seguem, VP2, VP3 e VP4,
As vacinas contra pdlio disponiveis comercialmente
incluem vacina para pdlio inativada (IPV) e vaci..a para
poliovirus oral (opV) .

Heparnavirus: Os antigenos virais podeam  ser
derivados de um
Heparnavirus, tal como, vi.us da Hepatite A {HAV) .
Vacinas contra HAV disponiveis comercialmente incluem
vacina contra HAV inativada.

Togavirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de um Togavirus, tal como um Rubivirus, um
Alfavirus ou um Arterivirus. Os antigenos derivados de
Rubivirus, tais como virus da rubéola sdo preferidos. Os
antigenos do Togavirus podem ser selecionados de E1, E2,
E3, C, NSP-1, NSPO—Z; NSP-3 ou NSP-4. Os antigenos para
Togavirus sdo selecionados preferivelmente de E1, E2 ou
E3. Vacinas contra rubéola disponiveis comercialmente
incluem um virus adaptado ao frio vivo, tipicamente em
combinac¢do com vacinas contra sarampo € rubéola (MMR) .

Flavivirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de um Flavivirus, tal como encefalite nata ao
carrapato (TBE), Dengue (tipos 1, 2, 3 ou 4), febre
amarela, encefalite japonesa, ence’alite do West Nile,,
encefalite de St. Louis, encefalite de primavera-verio
da Rissia, encefalite Powassan. Antigenos para
flavivirus podem ser selecionados de PrM, M, C, E, NS-1,
NS-2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5. Os antigencs paxa
Flavivirus sio selecionados preferivelmente de FrM, M e
E. As vaciras contr TBE comercialmente disponivei:

incluem vacinas de virus inativadcs.
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Pestivirus: Os antigenos virais  podem sex
derivados de um Pestivirus, t&l como, diarréia viral
bovina (BVDV), febr: suina classica (CSFV) ou doenca
limitrofe (BDV) .

repadnavirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de um Hepadnavirus, tal como virus da Hepatite

B. Os antigenos para Hepadnavirus podea ser selecionados

de antigenos de superficie e (L, M e S), antigenos de
ndcleo (HBc, HBe) . Vacinas contra HBV disponiveis

comercialmente incluem vacinas de subunidade
compreendendo a proteina S dé éntigeno de superficie.
virus da Hepatite C: Os antigenos virais podem ser
derivados de um virus da Hepatite C (HCV). Os antigenos
para HCV podem ser selecionados de um ou mais dentre E1,
E2, E1/E2, poliproteina NS345, poliproteina de nacleo NS
345, nGcleo, e/ou peptideos das regides nao estruturais
(Houghton e outros,, Hepatology (1991) 14:381).
Rhabdovirus: Antigenos virais podem gcer derivados
de um virus Q&a raiva, tal como um Lyssavirus (virus da
raiva) e Vesiculovirus (VSV). Os antigenos para o virus
da raiva podem ser selecionados da glicoproteina (G),

nucleoproteina (N), proteina grande (L), proteinas nao

estruturais (NS). A vacina contra o virus da raiva

disponivel comercia’mente compreende virus mortos
desenvolvidos nas células dipléides humanas ou células
de: pulmdo de feto de macaco rhesus.

Coliciviridae: Os antigenos virais podem ser
derivados de Caliciviridae, tais como, virus Norwalk e
virus semelhante ao Nkuorwalk, tals como, irus Hawaii e

virus Snow M-untain.
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Corcnavirus: Os antigenos virais podem  ser
derivados de um Coronavirus, SARS, coronavirus
respiratdério huwnano, bronguite infecciosa de aves (IBV),
virus da hepatite de camundongo (MHV) e virus da
gasitroenterite transmissivel dos porcos (TGEV) . Os
antigenos para o coronavirus podem ser selecionados do
espigdo (S), invdlucro (E), matriz (M), nucleccapsideo
(N), e glicoproteina da hemaglutinina-esterase (HE) .
Preferivelmente, o antigeno para O coronavirus é dexrivado
de um virus SARS. Os antigenos virais para SARS sdao
descritos no WO 04/92360.

Retrovirus: Os antigenos virais poden ser
derivados de um retrovirus, ‘tal como, oncovirus, um
lentivirus ou um spumavirus. Os antigenos para oncovirus
podem ser derivados de HTLV-1, HTLV-2 ou HTLV-5. Os
antigenos para lentivirus podem ser derivados de HIV-1 ou
HIV-2. Os antigenos para retrovirus podem ser selecionados
de gag, pol, env, tax[ tat, rex, rev, nef, vif, vpu, e vpr.
Os antigenos para HIV podem ser selecionados de gag (p24gag
e p55gag), env (gplé0 e gp4l), pol, tat, nef, rev vpu,
miniproteinas, (preferivelmente delegcdo de p55 gag e
gpl4ov) . Os antigenos para HIV podem ser derivados de uma
ou mais das cepas que se seguem: HIVmb, HIVsF2, HIVLAV,
HIVLAJ, HIVMN, HIV-1CM235, HIV-1Us4.

Reovirus: Os antigenos virais podem ser derivados
de um reovirusg, tal como um ortoreoviruc, um rotavirus, um
orbivirus ou um coltivirus. Os antigenos para reovirus
podem ser selecionados de proteinas estruturais Al, A2, A3,
pl, p2, ©l, c2 ou o 3 ou proteinas nao estruturais, OKS,

UNS ou cols. Os antigenos para 1eovirus preferidos podem ser
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selecionados de VP1, VP2, VP3, VP4 (ou o produto cilivado de
VP5 e VP8), NSP 1, VP6, NSP3, NSP2, VP7, NSP4, ou NSP5. Os
antigenos preferidos para rotavirus incluem VP4 (cu o
produto clivado de VP5 e VP8) e VP7.

' Parvovirus: Os antigenos virais podem ser
derivados de um ?azvovirus, tal como, parvovirus Bl9. Os
antigenos para parvovirus podem ser selecionados de VP-1,
VP—2,. VP-3, NS-1 e NS-2. Preferivelmente, O antigeno do
parvovirus & a proteina capsideo VP-2.

Virus da hepatite Delta (HDV):. Os antiéenos
virais podem ser derivados ‘de HDV, especificamente §-
antigeno de HDV (vide, por exemplo, a Patente US namero
5378814) .

Virus da Hepatite E (HEV): Antigenos virais podem
ser derivados de HEV. Virus da Hepatite .G (HGV): Antigenos
virais podem ser derivados de HGV.

Herpesvirus humano: Os antigenos virais podem ser
derivados de um herpesvirus humano, tal como, virus do
herpes simples (HSV), virus varicela-zoster (VZV), Epstein—
Barr virus (EBV), Citomegalovirus (CMV), Herpesvirus 6
humano (HHV6), Herpesvirus 7 humano (HHV7) e Herpesvirus 8

humano (HHV8). Os antigenos para os herpesvirus humanos

"podem ser selecionados de proteinas precoces imediatas (a),

proteinas precoces (n) e proteinas tardias (y). Os
antigenos para HSV podem ser derivados das cepas HSV-1 c..
HSV-2. Os antigenos para HSV podem ser selecionados de
glicorroteinas gB, gC, gD e gH, proteina de fusdo (gB), ou
proteinas de escape imune (gC, gE ou gI). Antigenos para
VZV podem ser selecionados de proteinas de nlcleo,

nucleocapsidec tegumentc ou invélu.~ro. Uma vacina contra
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VZV atenuado vivo se encontra comercialmente disponivel. Os
antigeno para EBV podem ser selecionados de proteinas de
antigeno precoces (EA), antigeno capsideo viral (VCA) e
glicoproteinas do antig:mo de membrana (MA). Os antigenos
para CMV podem ser selecionados de proteinas de capsideo,
glicoproteinas de invdlucro (tais como, gB e gH) e
proteinas de tegumento.

Papovavirus: Os antigenos pcdem ser derivados de
Papovavirus, tais como Papilomavirus e Poliomavirus. Os
papilomavirus incluem sorotipos HPV 1, 2, 4, 5, 6, 8: 11,
13, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 41, 42, 47, 51, 57, 58, 63 e
65. Preferivelmente, os antigenos para HPV sdo derivados
dos sorotipos 6, 11, 16 ou 18. Os antigenos para HPV podem
ser selecionados de proteinas de capsideo (L1) e (L2), ou
El - E7, ou fusdes das mesmas. Os antigenos para HPV sdo
preferivelmente formulados em particulas semelhantes a
virus (VLPs). Os virus poliomavirus incluem virus BK e
virus JK. Os antigenos para poliomavirus podem ser
selecionados de VP1l, VP2 ou VP3.

Sdo providos ad cionalmente os antigenos virais
descritos em Vacinnes, 4° Edig8o (Plotkin and Orenstein

ed. 2004); Medical Microbioclogy 4* Edigdo (Murray e

" outros, ed. 2002); Virology, 3* Edigdo (W.K. Joklik ed.

1988) ; Fundamental Virology, 2nd Edigdo (B.N. Fields and
D.M. Knipe, eds. 1991), que sdo contempladas em conjunto
com as composi¢des da presente invengao.

As proteinas imunogénicas apropriadas para uso na
invengdo podem sexr derivadaé de um virus gue causa doenga
respiratéria. Exemplos de tails antigenos respiratdrios

incluem proteinas derivadas de um virus respiratirio, tal
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como, Orthomyxoviruses (Influenza), Pneumcvirus (RSV),
Paramyxovirus (PIV), Moxrbillivirus (sarampo), Togavirus
(Rubéola) , VZV, e Coronavirus (SARS). As proteinas
imunogé&nicas derivadas do virus Influenza sdo
espécificamente preferidas.

&8 composigdes da invengdo podem incluir uma ou
mais proteinas imunogénicas apropriadas para uso em

individuos pediadtricos. Os individuos pedidtricos sd&o

. tipicamente menos de cerca de 3 anos, Ou mMenores de cerca

de 2 anos ou de menos de 1 ano de idadé. Os antigenos
pedidtricos podem ser administrados varias vezes no curso
de 6 meses, 1, 2 ou 3 anos. Os antigenos pedidtricos poden
ser derivados de um virus que pode ter como alvo populagdes
pedidtricas e/ou um virus ao qual as populagdes pedidtricas
sdio suscetiveis a infeccdo. Os antigenos. virais pediatricos

incluem antigenos derivados de um ou mais de Orthomyxovirus

(Influenza), Pneumovirus (RSV), Paramyxovirus (PIV e
Caxumba), Morbillivirus (sarampo), Togavirus (Rubéola),
Enterovirus (pdlio), HBV, Coronavirus (SARS), e wvirus

varicela-zoster (VZV), Epstein Barr virus (EBV).

As compoiigdes da invengdo podem incluir uma ou
mais proteinas imunogénicas apropriadas para uso em
individuos mais velhos e imunocomprometidos. Tais
individuos podem precisar ser vacinados mais
fregquentemente, com doses mais altas ou com formulagdes com
adjuvante para melhcrar a resposta imune aos antigenos
alvejados. Os antigenos gue podem ser alvejados para usc em
Tdosos ou individuos imunocomprometidos wncluem antigenos
derivados de um ou mais dos vVirus gue se seguem:

Orthomvxovirus (Influonza), Prieumovirus (RSV),
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Paramyxovirus (PIV e Caxumba), Morbillivirus (sarampo),
Togavirus (Rubé&ola), Enterovirus (pdlio), HBV, Coronavirus
(SARS), virus varicela-zoster (VzV), Epstein Barr virus

(EBV) e Citomegalovirus (CMV).

' Apbés o crescimento dos virus, O agente algquilante
pode ser usado nos virions purificados, por exemplo, nos
virions apresentados em uma cultura de célula clarificada,
ou ﬁos virions purificados de tal cultura de célula
purificada. Um método da invencdo pode envolver remogdao do
material celular por clarificagdo e entéo'purifica¢éé dos
virions da cultura de célula clarificada, por exemplo, por
cromatografia. O agente alquilante pode ser usado nos
virions purificados dessa maneira, ou apbds uma etapa
opcional adicional de ultrafiltracdo/diafiltragao. Os
métodos preferidos wusam o agente algquilante nao no
sobrenadante clarificado Ge uma cultura de célula
infectada, porém nos virions purificados de tal
sobrenadante clarificado (de acordo com Morgeaux e outros,
(1993) Vaccine 11:82-90).

O agente alguilante & usado preferivelmente apds
uma etapa de remcgao de endotoxina ter acontecido.
Etapas do Método

As composigdes de vacina da invengio podem ser
preparadas por isolamento da proteina imunogé.ica é
degradacdo do DNA residual funcional de célula hospedeira.
De modo semelhante, as formulagdes de proteina recombinante
podem ser preparadas por isolamento ou purificagdo da
proteina recombinante € degradagdo do DNA residual
funcional de célula hospedeira. Essas etapas podem ser

realizadas seqglencial ou simultane mente. A etapa de
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deg -adagdo do DNA resicdual de cultura de célula funcicnal é
realizado por adicio de um agente alquilante por exemplo,
BPIL.

0 agente alguilante e guaisquer produtos colaterais
sioipreferivelmente removidos antes da formulagdo final da
vacina ou preteina recomkbinante. Preferivelmente, a
composigdo de vacina ou formulagdo de proteina recombinante
contém menos de 0,1% de &cido propidnico livre e PBL
combinados (por exemplo, wenos de 0,1%, 0,05%, 0,025%,
0,01%, 0,005%, 0,001%, ou 0,01%. Preferivelmente, a
composigdo de vacina final ou formulacdo de proteina
recombinante contém menos de 0,01% de BPL.

BPL pode ser removido convenientemente por
aguecimento, para causay hidrdlise no acido B-
hidroxipropidnico ndo tdéxico. O periodo de tempo necessario
para hidrélise depende da quantidade total de BPL e da
temperatura. Temperaturas mais altas fornecem hidrdlise
mais rapida, porém a temperatura ndn deve se elevar tdo
alto de modo a danificar os ingredientes proteinaceos
ativos. Conforme descrito a seguir, o aquecimento a cerca
de 37°C por 2-2 horas e meia & apropriado para remogdo da
BPL.

Apbés tratamento do DNA, os produtos residuais do
DNA podem ser retidos na composigdo imunogénica ou
recombinante final. Mais preferivelmente, contudo, elesg
foram separados dos componentes desejados, por exemplo,
separados dos virions/proteinas. A separagdo dessa forma
pode remover os prvodutos de degradagdo do DNA em parte ou
completamente e preferivelmente, remove gualguer INA

deg. adadc que seja superior a 200 pares de base. Assim, ur
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método da invencdo pode incluir uma etapa de separag¢do do
DNA dos virions. Essa etapa de separagdo pode envolver, por
exemplo, unt ou mais dentxre ultrafiltracgao, ultra
centrifuga¢éo (incluindo ultra centrifugagdo gradiente;,
transformacdo em wmicroesferas do nicleo do virus e
fracionamento do sobrenadante, cromatografia (tal como,
cromatografia de troca de ion, por exemplo, troca de
anion), adsoxrcgdo, etc.

Sobretudo, portanto, um processo pode envolver
tratamento com um agente alquilante para degradar o
comprimento do DNA residual é ﬁais tarde purificag¢do para
remover DNA residual (incluindo remogdo do DNA degradado) .

Cultura de Célula

As vacinas da invencdo sfo preparadas por virus que
sdo propagados na cultura da célula. Além disso, a invengao
inclui formulacdes de proteinas recombinantes expressas na
cultura de célula. As culturas de célula de mamifero sao
preferidas para ambas a replicacdo viral e expressdo da
proteina recombinante.

Varias linhagens de célula de mamifero sdo
conhecidas na arte e incluem linhagens de células derivadas

de células de primata humano ou ndo humano (por exemplo,

macaco) (por exemplo, células PER.C6 que sdo descritas, por

exemplo, no W001/38362, W001/41314, W002/40665,
W02004/056979, e W02005/080556, incorporados agqui como
referéncia em sua totalidade, bem como depositados sob ©
ntmero de depdsito ECLCC 96022940), MRC-5 (ATCC CCL-171),
WI-38 (ATCC CCL-75), células HEIR, células Hela, células de
pulmdo fetal dJde rhesus (ATCC CL-160), células de rim

embriondrias (293 células, tipicamente transformadas nror
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DNA de adenovirus compartilhade tipo 5), células Vero (de
rins de macacos), cavalo, vaca (por exemplo, cé&lulas MDBK) ,
carneiro, cachorro (por excmplo, células HMDCK de rins de
cachorro, (por exemplo, células MDCK de rins de cachorro,
ATCC CCL34 MDCK (NBL2) ou MDCK 33016, ntmero do depdsito
DSM ACC 2219 conforme descrito no WO 97/37000 e WO
97/37001), gatos e roedores (por exemplo, células de
hamster, tal como BHK21-F, cé&lulas HKCC, ou células de
ovario de hamster chinés (CHO)) e podem ser obtidas de
uma grande variedade de estagios de desenvolvimento,
incluindo, por exemplo, édﬁlto, neonatal, fetai e
embrido.

As células de macaco apropriadas sdo, por
exemplo, células de macaco verde Africano, tais como
células de rim como na linhagem de célula Vero. Cilulas
de cachorro apropriadas sdo, por exemplo, células de rim
como na linhagem de célula MDCK. Assim, as linhagens de
célula apropriadas incluem, porém ndo estdo limitadas a:
MDCK; CHO; 293T; BHK; Vero; MRC-5; PER.C6; WI-38; etc. O
emprego de células de mamifero significa que as vacinas
podem ser isentas de materiais, teis como, DNA de
galinha, proteinas de oOVO (tal como, ovalbumina e
ovomucdide), etc., pelo gue, reduzindo a alergenicidade.

Em determinadas concretizacdes as células sdo
imortalizadas (por exemplo, células PER.C6; ECACC
96022940) . Nas concretizacgdes preferidas, as células de
mamifero s3do utilizadas, e podem ser selecionadas e/ou
derivadas de um ou mais tipos de célula ndo limitantes

gue se seguem: células de fibroblasto (por xemplo,

Q
Oy
'—J
jon

dérmice, ulmao) , ilas endoteliais (por exemplo
P ’
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dérmica, umbilical), hepatdcitos, ceratindcitos, células

imune (por exemplo, cé&lula T, célula B, wacrdfago, NK,
uendritica), células de mamiferos (por exemplo,
epiteliais), cé&lulas de misculo 1liso (por exemplo,
vascular, adrtica, coronadria, arterial, uterina,

brénquica, cervical, pesicitos retinianos), melandcitos,
células neurais (por exemplo, astrocitos), células da
préstata (por exemplo, epitelial, mﬁsculohliso), células
renais ou dos rins (por exemplo, epitelial, mensangial,
tibulo proximal), células -esqueletais (por exemplo,
condrdcito, osteoclasto, osteoblasto), células
musculares (por exemplo, mioblasto, esqueletal, lisa,
brénguica), células do figado, células retinianas ou
retinoblastos, cé&lulas do pulmdo e células estromais.

O W097/37000 e o W097/37001 descrevem a produgao
de células de animais e linhagens de células que sdo
capazes de se desenvolver na suspensdo e no meio isento
de soro e sdo Uteis na produgdo e replicagdo dos virus,
especificamente virus Influenza. Detalhes adicionais sdo
fornecidos no W003/023021 e no W003/023025.

As linhagens de células de mamiferos preferidas
para desenvolvimentc dos  virus Influenza incluem:
células de MDCK, derivadas dos rins de cdes Madin Darby;
células Vero, derivadas dos rins de macaco verde
Africano (Cercopith cus aethiops); ou células PEI.C6,
derivadas de retinoblastos embridnicos humanos. Essas
linhagens de c¢élulas sdo amplamente disponiveis, por
exemplo, da American Type Cell Culture (ATCC) collection,
de Coriell Cﬁll Repositories ou da suropean Collection of

i

“o -.‘ \,' ;
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Cell Cultures (ECACC). ©Por exemplo, o ATCC <fornece
viries células Vero deferentes sob ntmeros de catalogo
cCL-81, CCL-81.2, CRL-158&6 e CRL-1587, e fornece cé&lulas
MOCK sob nawmero de catédlogo CCL-34. PER.C6 esta
disponivel a partir do ECACC sob numerc de depdsito
96022940.

As linhagens de células mais preferidas para
desenvolvimento dos virus Influehza sdo linhagens de célula
MDCK. A linhagem de célula MDCK original esta disponivel na
ATCC como CCL-34, porém derivados dessa linhagem de célula
podem também ser empregados. POY exemplo, W097/37000 re&ela
uma linhagem de célula MDCK que foi adaptada para
crescimento na cultura de suspens&o (MDCK  33016',
depositada como DSM ACC 2219). De modo semelhante, EP-A-
1260581 (WO01/64846) revela uma linhagem de célula derivada
de MDCK que se desenvolve na suspensao em cultura isenta de
SOro (*B-702", depositada como FERM BP-7449) .
W02006/071563 revela cé&lulas de MDCK ndo tumorigénicas,
incluindo "MDCK-S' (ATCC PTA-6500), “MDCK-SF101' (ATCC PTA-
6501), ~MDCK-SF102' (ATCC PTA-6502) e ~MOCK-SF103' (PTA-
6503) . WO2005/113758 revela linhagens de célula MDCK com
alta suscetibilidade a infecgao, incluindo células
~MDCK.S5F1' (ATCC CRL-12042). Qualguer uma dessas linhagens
de célula MDCK pode ser empregada.

A manipulac¢do das culturas de células MDCK na
suspensdo = culturas aderentes é descrita no W097/37000,
W097/37001, WO03/023021 e W003/023025. Especificamente,
o WO 03/023021 e o WO 03/023025 descrevem volumes de
‘ultura de célula em escala laboratorial e comercial das

)

células de suspensdoc MDCK em meios .isentor de SOro, meios
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definidos quimicawente, e meios isentos de proteina. Cada
referéncia é incorporada aqui em sua totalidade.

Como uma alternativa Aas fontes de mamiferos, as
linhagens de c¢é&lula para uso na invengdo podem Ser
derivadas dJe fontes de aves, tals como, galinhas, patos,
gansos ou faisdes. As linhagens de células de aves podem
ser derivadas de uma variedade de estagios de
desenvolvimento incluindo embridnico, pintinho e adulto.
Preferivelmente, as linhagens de célula sdo derivadas de
células embridnicas, tais como, fibroblastos embridnicos,
células geminais ou 6rg§os individuais, incluindo
neuronai.s, cérebro, retina, rins, figado, coragao,
mGsculo ou tecidos extraembridnicos e membranas de
protecdo do embrido. Exemplos de linhagens de células de
aves incluem células tronco embridnicas de aves
(WO01/85938 e WO03/076601) e células de retina de pato
(W02005/042728) . Células tronco embricndrias de aves
incluem a linhagem de célula EBx derivada das células
tronco embriondrias de galinha, EB45, EBl4 e EB14-074
(WO2006/108846) . Os fibroblastos de embrides de galinha
(CEF) podem também ser usados. Essas células de aves sdo
especificamente apropriadas para o desenvolvimento do
virus Influenza.

Sistemas de expressdo de células de inseto, tais
como, sigtemas de expressao recombinantes de
baculovirus, sio conhecidos dos versados na técnina e
descritos, por exemnlo, em Summers and Smith, Texas
Agricultural Experiment Station Bulilet.n No. 1555
(1987). Os materiais e métodos para o©o° sistemas de

“

expressao ca célula de inseto/baculovirus sdo
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comercialmente disponiveis na forma de kit, entre
outros, na Invitrogen, San Diego CA. As células de

inseto para uso com o0s vetores de expressao do

paculovirus incluem, entre outros, Aeves aegypti,
Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila

melanogaster, Spodoptera frugiperda e Trichoplusia ni.

A expressdo recombinante das proteinas pode
tambéﬁ ser conduzida em hospedeiros bacterianos, tais
como, Escherichia coli, Bacillus subtilis . e
Streptococcus spp.. Os hospedeiros 1evedﬁra apropriados
para expressao recombinante das proteinas incluem

Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida

maltosa, Hansenual polymorpha, Kluyveromyces fragilis,

Kluyveromyces lactis, Pichia guillerimondii, Pichia
pastoris, Schizosaccharomyces pombe e Yarrowla
lipolytica.

As condic¢des da cultura para os tipos de célula
acima sdo bem descritas em uma variedade de publicac¢des
ou alternativamente meios de cultura, suplementos e
condig¢des podem ser adquiridos comercialmente, tal como,
por exemplo, descrito no catdlogo e literatura adicional
da Cambrex Bioproducts (East Rutherford, NJ).

Em determinadas concretizacgdes, as célulag
hospedeiras usadas nos m?2todos descritos agui  sdo
cultivadas em meio isento de soro e/ou de proteina. Um meio
& referido como um meio isento de soro no contexto da
presente invengdo, onde ndc existem aditivos do soxo de
origem animal ou humana. Isento de proteina signiiica

culturas onde a multiplicagdc das células ocorre com

exclusdo das proteinas, fatores de crescimento, outros
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aditivos de proteinas e proteinas que ndo soro, porém podem
incluir, cpcionalmente proteinas, tais como, tripsina ou
outras proteases que podem ser necessarias para o
crescimento viral. As células cue crescem em tais culturas
contém naturalmente proteina propriamente.

Os meios isentos de soro conhecidos incluem meio de
Iscove, meio Ultra-CHO (BioWhittaker) ou EX-CELL (JRH
Bioscience). Os meios contendo  soro comuns incluem Meio
Basal da FEagles (BME) ou Meio Essencial Minimo (MEM)
(Eagle, Science, 130, 432 (1959)) ou Meio Eagle Modificado
da Dulbecco (DMEM ou EDM), que sdo geralmente usados com
até 10% de soro fetal de bezerro ou aditivos semelhantes.
Opcionalmente, o Meio Essencial Minimo (MEM) (Eagle,
Science, 130, 432 (1959)) ou Meio Eagle Modificadb da
Dulbecco (DMEM ou EDM) pode ser usado sem qualquer
suplemento contendo soro. Os meios isentos de proteina como
PF-CHO (JHR Bioscience), meios definidos quimicamente
ProCHO 4CDM (BioWhittaker) ou SMIF 7 (GibcoBRL Life
Technologies) e peptideos mitogénicos como Primactone,

Pepticase ou HyPepTM (todos da Quest International) ou

hidrolisado de lactalbumina (Gibco e outrxos fabricantes)

s3o também adequadamente conhecidos na técnica anterior.

" Esses aditivos de meio com base nos hidrolisados de planta

possuem a vantagem especial de gque a contaminagdo com
virus, micoplasma ou agentes de infecgdo desconhecidos pode
ser evitada.

As condicdes de cultura da célula (temperatura,
densidade celular, valor do pH, etc.) sdo variaveis em uma
ampla faiva devido & adequabilidade da l.:hagem de cclula

empregada de acrrdo com & invengdo ¢ podem ser adaptadas
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aos requisitos das condigdes de crescimento do virus ou
detalhes de expressdo recombinante.

As células podem se desenvolver de varios modos,
oor exemplo, em suspensao, em cultura acerente ou
micfoveiculos.

As células podem se desenvolver abaixo de 37°C (por
exemplo, 30-36°C) durante a replicag¢do viral (WO97/37001) .

| O método para propagagao do virus em células
cultivadas geralmente inclui as etapas de inoculag¢do. das
células cultivadas com a cepa a ser cultivéda, cultivo das
células infectadas por um periodo de tempo desejado para a
propagagdao do virus, tal como, por exemplo, conforme
determinado por titulagdo do virus ou expressdo do antigeno
(por exemplo, entre 24 e 168 horas apds a inoculagdo) e
coleta do virus propagado. As células cultivadas 1:100 a
1:5, mais preferivelmente 1:50 a 1:10. O virus podem ser
adicionados a uma suspensdo das células ou aplicado a uma
monocamada de células e o virus & absorvido nas células por
pelo menos 60 minutos, porém geralmente menos de 300
minutos, preferivelmente entre 90 e 240 minutos a 25°C a
40°C, preferivelmente 28°C a 37°C.

A cultura de célula infectada (por exemplo,

- monocamadas) pode ser removida tanto por congelamento-

descongelamentcs ou ag¢do enzimatica para aumentar o teor
viral dos sobrenadartes de cultura colhidos. Os £fluidos
colhidos s3o entdo tanto inativados guanto armazenados
congelados. As células de cultura podem sexr infectadas em
uma variedade de znfecgles ("m.o.i") de cerca de 0,001 a
10, preferivelmente 0,002 a 5, mais preferivelmente a 0,001

a 2. Aiada mais prefer-ivelmente, as células sao infectadas



10

15

20

30

30/%7

em uma @w.o.i de cerca de 0,01. As células infectadas podem
ser colhidas 30 a 60 horas apés infecgdc. Preferivelmeiite,
as células sdo colhidas 34 a 48 horas apds a infecgdo.
Ainda mais preferivelmente, as cé&lulas sao colhidas 38 a 40
horés apbds a infecgdo. As proteases (tipicamente tripsina)
s3io geralmente adicionadas durante a cultura da célula para
permitir liberagdo viral e as proteases podem também ser
adicionadas a qualquer estagio apropriado durante a
cultura.

As composic¢des de vacina da invehcéo geralﬁente
serdio formuladas em uma forma de sub-virion, por exemplo,
na forma de um virus dividido, onde o invdlucro de lipideo
viral foi dissolvido ou rompido ou na forma de uma ou mais
proteinas virais purificadas. A composigdo de vacina
contera uma gquantidade suficiente do(s) antigeno(s) para
produzir uma resposta imunolégica no paciente.

Os métodos de divisdo de virus, tal como, Vvirus
Tnfluenza, sio bem conhecidos na arte, por exemplo, vide
W002/28422, WO02/067983, Wo02/074336, Wo01/21151, etc. A
divisao do virus .é realizada  por interrupgdo ou
fragmenta¢do do virus integral,  se infeccioso (tipo
selvagem ou atenuado) ou nio infeccioso (por exemplo,
inativado) com uma interrupgao da concentragdo de um agente
de divisdo. Os agentes de divisdo geralmente inclueﬁ
agentes capazes de romper e dissolver as membranas
lipidicas, tipicamente com uma cauda hidrdfoba anexada a
uma cabeca hidréfila. O agente de divisdo meis preferido é
ao brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) . Detalhes
adicionais da divisd3o sdo fornecidos a seguir no contexto

dos virus Tnfliuenza.
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A interrupgao resulta em uma sol .»bilizagdo plena ou
alterando a intearidade do

preferidos sdo agentes

(por  exemplo,
alguilglicosideos,

parcial das proteinas virais,
divisao
iénicos
sulfobetainas,

de
e

de

glicamidas,

amdénio) ,
miristiltrimetilamdnio,
octil ou

trimetil

virus. Acentes
tensoativos nao iénicos
catiénicos), poxr exemplo,
alquiltioglicosideos, aglicares acila,
betainas, polioxietilenoalquiléteres, N,N-dialquil-
‘ Hecameg, alquilfendxi-polietoxietandis,
compostos aménio quaterndrios, sarcosila, CTABs (brometos
fosfato de. tri-N-butila,
lipofectina,
nonilfendxi

de cetil
sais de
DOT-MA, ou
polioxietandis (por exemplo, os agentes tensoativos Triton,
Triton N101), ésteres

ou

10
Cetavlon,
lipofectamina e

(os agentes tensoativos Tween),

Triton X-100
etapas

tais como,
polioxietileno sorbitano
éteres polioxietileno, ésteres polioxietileno, etc
Os métodos de purificacdo das proteinas individuais
dos virus s3o bem conhecidos e incluem, por exemplo,
e eluicdo da fibra oca. Em uma
poxr resina

15
de filtracdo, cromatografia,
as proteinas sdo purificadas
adicicnal, a vacina pode
um virus vivo
integral

concretizacao,
alternativa

por exemplo,

um  virus

20

trocadora de ion.

Como uma
incluir wum virus integral,
integral atenuado ou preferivelmente,
Os métodos para inativagdo ou morte dos virus

infectar as células de
Tais métodos incluern

para
uma

Os meios gquimicos
cem

tratamento
agentes:

inativado.
para destruir sua capacidade de
e
incluem
seguintes

maniferos sd&o bem conhecidos na arte.
ambos meios guimicos fisicos.
inativacds> de um virus
gquantidace eficaz de um ou mais dos

30
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detergentes, aldeico £érmico, formalina, BPL ou luz UV. Os
meios quimicos adicionais para inativagédo incluem
tratamento com azul de metileno, psoraleno, carboxifulereno
(C60) ou uma combinagdo de cada um. Outros métodos de
inativacdo viral s8o conhecidos na arte, tais como, por
exemplo, etilamina binaria, acetil etilenoimina ou
irradiacdo gama. Preferivelmente, o virus & inativado com

BPL.

Compcuicdes Farmacéuticas

As composig¢des da invengdo sdo férmaceuticamente
aceitdveis. Elas geralmente incluem componentes diferentes
dos antigenos, por exemplo, elas incluem tipicamente um ou
mais veiculo(s) farmacéutico(s) e/ou excipiente(s). Uma
discussdo completa de tais componentes estd disponivel em
Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro,
2000; 20° edicgdo, ISBN: 0683306472).

As composicdes de modo geral estardao na forma
aquosa.

A composicdo pode incluir um ou mais preservativos,
tais como, tiomersal ou 2-fenoxietanol. Contudo, é
preferido que a vacina seja substancialmente isenta (isto
&, menos de 5 pg/mL) de material de mercirio, por exemplo,
isenta de tiomersal (Banzhoff (2000) Immunology Letters
71:91-96; W002/097072). As vacinas ndo contendo mercurio
s8o mais preferidas. As vacinas isentas de preservativo séo
especificamente preferidas.

f prefurido incluir um sal fisioldgico, tal como,
um sal de sbédio, por exemplo, para controlar a tonicidade.
O cloreto de sdédio (NaCl) & preferido, podendo estar

presente entre 1 e 20 mg/mL. Outros sails que podem ester
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presentes incluem cloreto de potéssio, fosfato de
diidrogénio potdssio, deidrato fosfato de dissddio, cloreto
de magnésio, cloreto de calcio, etc.
’s ccomposicdes geralmente terio uma osmolalidade
entfe 200 mOsm/kg e 400 mOsm/kg, preferivelmsnte entre 240-
360 mOsm/kg e mais preferivelmente se encentram dentro da
faixa de 290-310 mOsm/kg.

| As composi¢des podem incluir um ou mais tampdes. Os
tampdes tipicos incluem: um tampdo de fosfato; um tampao
Trig; um tampdo de borato; um tampdo de. succinato; um
tampdo de histidina (especificamente com um adjuvante de
hidréxido de aluminio); ou um tampdo de citrato. Os tampdes
tipicamente estardo incluidos na -faixa de 5-20 mM.

O pH de uma composigdo estara, preferivelmente,
entre 5,0 e 8,1 e, mais tipicamente entre 6,0 e 8,0, por
exemplo, 6,5 e 7,5. Um método da invengdo portanto, pode
incluir uma etapa de ajuste do pH da vacina em volume antes
do embalamento.

A composigao é preferivelmente estéril. A
composigdo & preferivelmente ndo pirogénica, por exemplo,
contendo < 1 EU (unidade de ‘endotoxina, uma medida padrdo)

por dos= e, preferivelmente, < 0,1 EU por dose. A

composicgdo é preferivelmente isenta de gliten.

As composigdes da invengdo podem incluix
detergentes, por exemplo, um agente tensoativo éster
sorbitano polioxietileno (conhec’do como "Tweens"), um

octoxinol (tal como, oxtoxinol-9 (Triton X-100) ou ¢t-
octilfenoxipolietoxietanol), um brome:zo de amdnio cetil
trimetila ("CTAB") ou de-oxicolato de sbédio. O detergente

pode estar presente apenas em quantidades de trago.
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A composicZo pode incluir material para uma
imunizagao simples ou pode incluir material para
imunizacdes maltiplas (isto &, um kit de "miltiplas
doses"). A inclus3o de um preservante & Gtil nas
diséosig6es de maltiplas dos:s. Como uma alternativa (ou
adicdo) para inclusdo de um preservante em composigdes de
mGltiplas doses, as composigdes podem ser contidas em um
recipiente possuindo um adaptador asséptico para remogao do
material.

As vacinas s&8o tipicamente administradas em um
volume de dosagem de cerca deAd,S mL, embora uma melia dose
(por exemplo, cerca de 0,25 mL) possa ser administrada a
crianca.

As composigdes 2 kits sdo preferivelmente
armazenados entre 2°C e 8°C. Elas ndo seriam congeladas.
Elas deveriam ser mantidas, de modo ideal, fora da luz
direta.

Métodos de tratamenmto e administragdo de vacinas

As composic¢des da invengdo sdo apropriadas para
administracdo aos pacientes animais (e, especialmente o
homem) e a invencdo prové um método para acionar a resposta
imune em um paciente, compreendendo a etapa de
administracdo de uma composigdo da invengao ao paciente.

A invencd3o também prové um kit ou composigdo da
invengido para uso como um medicamento.

A invencdo também prové o emprego de proteinas
imunogénicas derivadas de um virus propagado na cultura de

célula, onde a dita vacina é substancialmente isenta de DNA

™

residual de cultura de célula funcional, na fabricagdo de

um medicamento para acionar a resposta imune em um
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pacilente.

A resposta imune acionada poOr esses métodos e uscs
incluira, de wodo gerxral, uma. resposta de> anticorpo,
preferivelmente uma resposta do anticorpo de protegdo. Os
métodos para avaliar as respostas do anticorpo, capacidade
de neutralizacdo e protegfio apds vacinagdo viral sdo bem
conhecidos na arte. Para virus Influenza, por exemplo, o©s
estudos humanos mostram gque as titulagdes de anticorpo
contra HA estdo relacionadas & protegdo (uma titulagdo de
inibicdo de hemaglutinagdo da amostra de sbro de cerca de
30-40 fornece cerca de 50% de.proteqéo contra infecgdo por
um virus homdlogo) [Potter & Oxford (1979) Br Med Bull 35:

69-75].

As composi¢des da invengdo podem ser ~dministradas

de varios modos. A via de imunizagdo mais preferida 2 por
injecdo intramuscular (por exemplo, no brago ou perna) ,
porém outras vias disponiveis incluem injegdo subcutéirea,
intranasal, oral, intradérmica, transcutdnea, transdérmica,
etc.

As vacinas preparadas de acordo com a invengao
podem ser usadas para tratar criangas e adultos. O paciente
pode ter menos de 1 ano de idade, 1-5 anos de idade, 5-15
anos de idade, 15-55 anos de idade, ou pelo menos 55 anos
de idade. Os pacientes podem ser mais velhos (por exemplo,
> 50 anos de idade, > 60 anos de idade e preferivelmente >
65 de idade), e jovens (por exemplo, < 5 anos de idade),
pacientes hospitalizados, trabalhadores da salGde, pessoal

das forca armadas, mulheres grévidas e os pacientes

cronicamente doentes, imunodeficientes, que tomaram um

composto antiviral (por exemplio, um composto oseltamivir ou
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zznamivir para Influenza; vide a seguir) nos 7 dias antes
de receber a vacina, pessoas com alergias a OvVOos € pessoas
que viajam ao exterior. As vacinas ndo sdo unicamente
apropriadas a esses Jgrupos, contudo e pcdem ser usadas de
modo geral na populagdo.

O tratamento pode ser feito por uma programagdo de
dose .simples ou uma programagdo de miltiplas doses. As
miltiplas doses podem ser usadas em uma programagao de

imunizacdo primadria e/ou em uma programagdo de imunizagao

de reforco. Em uma programa¢do de dose miltipla, as vadrias

doses podem ser fornecidas pelas mesmas oOu por vias

diferentes, por exemplo, por um reforgo parenteral e

mucosal, um reforgo mucosal e parenteral, etc.. A
administracdo <e mais de uma dose (tipicamente duas
doses) é especificamente Qtil nos pacientes n3o

desafiados imunologicamente. Doses mtltiplas tipicamente
serio administradas pelo menos 1 semana separada (por
exemplo, cexrca de duas semanas, cerca de 3 semanas,
cerca de 4 semanas, cerca de 6 semanas, cerca de 8
semanas, cerca de 10 semanas, cerca de 12 semanas, Cerca
de 16 semanas, etc.).

As vacinas produzidas pela invengdo podem ser
administradas aos pacientes substancialmente ao mesmo
tempo (por exemplo, durante a mesma consulta médica ou
visita a um profissional de salde ou centro de
vacinagdo) que outras vacinas, por exemplo,
substancialmente ao mesmo tempo em Que uma vacina
bacteriana, tal como uma vacina p&ra Gifteria, uma
vacina para tétano, uma vacina para coqueluche, uma

vacina para DTP, uma vacina conjugada para H.Influenzae

2
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do tipo b, uma vacina de conjugado meningocdcico (tal
como uma vacina tetravalente A-C-W135-Y), uma vacina de
conjugado pneumocdcico, etc.

De modo semelhante, as vacinas d¢ invengdo poden
ser administradas aos pacientes substancialmente ao
mesmo tempo (por exemplo, durante a mesma consulta ou
visi;a a um profissional de salide) como um composto
antiviral eficaz contra o virus da vacina. Quando a
vacina for uma vacina contra Influenza, por exemplo,
o(s) composto(s) pode (m) ser um inibidor de
neuraminidase (por exemplo, 6séltamivir e/ou zanamivir).
Esses antivirais incluem um acido (3R,4R,58) -4-
acetilamino-5-amino-3 (l-etilpropdxi) -1-ciclohexeno-1-
carboxilico ou um acido 5-(acetilamino) -4-
[ (aminoiminometil) -amino] -2, 6-anidro-3,4,5-txidebxi-D-
glicero-D-galactonon-2-endnico, incluindo ésteres dos
mesmos (por exemplo, os ésteres etilicos) e sais dos
mesmos (por exemplo, os sais de fosfato). Um antiviral
eficaz contra Influenza é o &acido (3R, 4R, 58) -4~
acetilamino-5-amino-3 (1l-etilpropdxi)-1-ciclohexeno-1-
carboxilico, éster etilico, fosfato (1:1), também
conhecido como fosfato oseltamivir (TAMIFLUTM) .

DNA da Célula Hospedeira

A medicido do DNA da célula hospedeira estd dentro
das capacidades normais do versado na técnica. A
guantidade total do DNA residual nas composigdes da
invencdo ¢é preferivelmente inferior a 20 ng/mL por
exemplo, < 10 ng/mL, < 5 ng/mL, < 1 ng/mL, < 100 pg/mL, <
10 pg/mL, etc. Conforme descrito acima, substancialmente

todo esse DNA é preferivelmente inferior a 500 pares de

[
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tase de comprimento.
O ensaio usado para medir o DNA tipicamente sera
vt ensaio validado (Guidance for Industry:Bioanalytical

£

Method Validation. U.S. Department of Health and Human
Services Food and Drug Administration Center for Drug
Fvaluation and Research (CDER) Center for Veterinary
Medicine (CVM) . Maio de 2001 ; Lundblad (2001)
Biotechnology and Applied Biochemistry 34:195-197). As
caracteristicas de desempenho do ensaio validado podem
ser descritas em termos -atemdticos e gquantificaveis e
suas fontes possiveils de erro‘seréo identificadas. O
ensaio geralmente sera testado quanto as caracteristicas
tais como, exatidao, preciséo[ especificidade. Uma vez
gque o ensaio tenha sido calibrado (por exemplo, contra
guantidades padrdo conhecidas de DNA de célula de
hospedeiro) e testado, entdo medigdes de DNA
gquantitativas podem ser realizadas rotineiramente. Trés
técnicas principais para gquantificagdo de DNA podem sexr
usadas: métodos de hibridizag¢do, tais como, Southern
blots ou slot blots (Ji e outros, (2002) Biotechniques.
32:1162-7); métodos de imunoensaio, tais como o
ThresholdTM System (Briggs (1291) J Parenter Sci
Technol. 45:7-12; e PCR quantitativa (Lahijani e outros,.
(1998) Hum Gene Ther. 9:1173-80). Esses métodos sdo
todos familiares a um verszdo na técnica, embora as
caracteristicas precisas de cada método possam depender
da célula de hospedeiro em questdo, por exemplo, &
escolha das sondas para hibridizagdo, a escolha dos
iniciac ores é/cu sondas para ampliag¢do, etc. O slstema

ThresholdTM da Molecular Devices & um ensaio guantitativo
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para niveis de picograma do DWA total e foi usado wnara
monitorar oS niveis de contaminagao do DNA 1nos
biofarwmacduticos (Biiggs (1991) supra). Um ensaio ta.:ico
envolve formagdo ndao especifica de seguéncia de um
complexo de reag¢do entre uma proteina de ligagac de
DNAss biotinilada, um anticorpo anti-DNAss conjugado com
urease e DNA. Todos os componentes do ensaio estao
incluidos no Kit de Ensaio de DNA total e completo
disponivel no fabricante. Varios fabricantes comercgiais
oferecem ensaios de PCR quantitativos, para detecgdo do
DNA residual da célula hospedeira, por exemplo, AppTecTM
Laboratory Services, BioRelianceTM, Althea Technologies,
etc. Uma comparag¢do de um ensaio de hibridizagdo
quimioluminescente e do sistema ThresholdTM de DNA total
para medi¢do da contaminagdo do DNA da célula hospedeira de
uma vacina viral humana pode ser encontrada em Lokteff e
outros, (2001) Biologicals. 29:123-32.

Esses varios métodos analiticos também podem ser
usados para medir o comprimento de um DNA residual de
célula hospedeira. Conforme mencionado acima, O comprimento
médio de um DNA residual de célula, apds tratamento com o
agente alguilante, & preferivelmente inferior a 500 pares
de base ou mesmo inferior a 200 pares de base.

Ea relacdo &s células caninas, especificamente,
tais como as células MDCK, a andlise do genoma revela 13
seqiéncias de codificagdo com < 500 pares de base de
comprimento, 3 segléncias < 200 pares de base e 1 sequéncia
< 100 pares de base. Assim, a fragmentagdo do DiA para <
200 pares de base remove substancialmente todas as

sequéncias de codifica¢do e é altamente  .mprovavel que




10

25

30

gqualquer fragmento corresponcesse realmente a um dos 3
genes ao redor daquele comprimento (a saber: secretina em
81 pares d= base; PYY em 1u8 pares de barce e osteccalcina
em 135 pares de base).

Adjuvantes

As composi¢des da invengdo podem incluir um
adjuvante, que pode funcionar para melhorar as respostas
imunes (hunioral e/ou celular) promovides em um paciente que

recebe a composi¢do. O uso de adjuvantes com vacinas virais

& bem conhecido, por exemplo, nas vacinas contra hepatite,

vacinas contra pdlio, etc.l A vacina contra Influénza
FLUAD™ inclui um adjuvante de emulsdo de 6leo e agua.

Os adjuvantes gue podem ser empregados com a
invencdo incluem, porém ndo estdo limitados aos sais de
aluminio, oligonucleotideos imunoinflamatérios, saponinas,
andlogos de lipideo A (tais como, 3dMPL) e emulsdes de Oleo
e agua. Esses e outros adjuvantes sdo revelados em maiores
detalhes om Powell & Newman (Vaccine Design: The Subunit
and Adjuvant Approach, Plenum Press 1995, ISBN 0-306-
44867-X) e O'Hagan (Vaccine  Adjuvants: Preparation
Methods and Research Protocols, volume 42 of Methods 1in
Molecular Medicine series, ISBN: 1-59259-083-7).

Os adjuvantes conhecidos como hidrdxido de aluminio
e fosfato de aluminio podem ser empregados. Esses nomes sdo
convencionais, porém sdo usados apenas por conveniéncia,
como nenhum é uma descricdo precisa do composto quimico
real que estié presente (por exemplo, vide capitulo 9 de
Powell & Newma.). A invencdo pode utilizar qualquer um
dentre adjuvantes de "hidrdxido" ou "fosfato" que sdo em

ceral usados como adjuvantes. A absorgdo nesses sais é

-~
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preferida.

Os oligonucleotideos imunoesiimulacores com
atividade adjuvante sdo bem conhecidos. Eles podem conter
um motivo CpG (uma seqiéncia de dinucleotideo con*endo uma
citosina n3o metilada ligada por uma ligag¢ao fosfato a uma
guanosina), um motivo TpG, uma sequéncia oligo-dT, uma
seq&éncia oligo-dC, RNA de filamento duplo, sequéncias
palindrdmicas, uma seqiéncia poli (dG), etc.
Oligonucleotideos imunoestimuladores tipicamente
compreenderao pelo menos 20 nucleotideos e podem
compreender pouéo mais de 100-nﬁcleotideos. V

As saponinas (capitulo 22 de Powell & Newman) sao
um grupo heterdlogo de glicosideos de esterol e glicosideos
de triterpendide que sHo encontrados nas cascas, folhas,
caules, raizes e mesmo flores de uma ampla faixa de
espécies de plantas. As saponinas da casca da &rvore Molina
Quillaia saponaria foram amplamente estudadas  como
adjuvantes. As formulagdes de adjuvante da saponina incluem
formulacdes purificadas, tais como, Qs21, bem como
formulacdes de lipideo, tais como ISCOMs. AS composigdes de
saponina foram purificadas usando HPLC e RP-HPLC e fracgdes
purificadas especificas wusando essas técnicas foram
identirficadas, incluindo QS7, 0S17, QS18, 0S21, QH-A, G1-B
e QH-C. Preferivelmente, a saponina & QS21. Um método para
producdo ode QS21 & revelado na Patente US nOmero 5057540.
As formulacdes de saponina podem também compreender um
esterol, tal como, colesterol (WO96/33739) . As combinagdus
das saponinas e colestersis podem ser usadas para formar
particulas tUnicas dencminadas complexos imunoestimulantes

(ISCOMs} , ISCOMs, cue tipicamente também incluem um
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fosfolipideo.

3GMPL (também connhecido com lipideo monofosforila A
3 des-O-acilado ou lipidec 3-0O-desacil-4'-monofosforila) &
um adjuvante onde a posigao 3 de reducgdo da glicosamina de
extremidade no lipideoc monofosforila A foi desacilada.
3dMPL foi preparado de um mutante de isento de heptose de
Salmonella minnescota, e & gquimicamante semelhante ao
lipideo A, porém ndo possul um grupo fosforila instavel
em aAcido e um grupo acila instavel em Dbase. 3dMPL .pode
tomar a forma de uma mistura de molécuias correlatas,
variando em sua acilagao (pof exemplo, possuindo 3, 4, 5

ou 6 cadeias de acila, gque podem ser de comprimentos

diferentes) .

Varias emulsdes de O6leo e agua com atividade

adjuvante sdo conhecidas. Elas incluem, tipicamente,
pelo menos um O6leo e pelo menos um agente tensoativo,
com ofs) dleo(s) e ager:ce(s) tensoativo(s) sendo
biodegradaveis (metabolizaveis) e Dbiocompativeis. As
goticulas de 6leo na emulséo geralmente possuen
diametros de submicron, com esses tamanhos pequenos
sendo obtidos com um microfluidificador para prover
emulsdes estéveis. As goticulas com um tamanho inferior
a 220 nm s3o preferidas e podem ser submetidas a
esterilizacgdo em filtro.

Adjuventes de emulsdo de Oleo e dgua especificos
Gteis com a invencdo incluem, porém ndo estdo limi.ados
ac:

- uma emulsdo de submicror de esqualeno, Tween 80

e Span 85. A composigdo da emuls3o em volume pode ser de

o\

cerca de 5% dJde esgualeno, 0,5 de polissorbato 80 e
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cerca de 0,5% de Span 85. Em termos de peso, essas
razdes se tornam 4,3% de esgualeno, 0,5% de polissorbato
80 e 0,48% de Span 85. Esse adjuvante & conhecido como
"MF597, conforme descrito em maiores detalhes no
Capitulo 10 do Powell & Newman e capitulo 12 de O'Hagan. A
emils3o MF59 inclui, vantajosamente, 3ions citrato, por
exemplo, 10 mM de tampdo de citrato de sdédio.

- uma emulsd@o de esqualeno, tocoferol e Tween 80. A
emulsdo pode incluir salmoura tamponada com fosfato:.Ela
também pode incluir Span 85 (por exempio a 1%) e/ou
lecitina. Essas emulsdes podem ter de 2 a 10% de esqualeno,
de 2 a 10% de tocoferol e de 0,3 a 3% de Tween 80 e a razdo
em peso de esqualeno:tocoferol é preferivelmente < a 1 como
isso prové uma emulsdo mais estdvel. O esqualeno e o Tween
80 podem estar presentes em razdo de volume de cerca de
5:2. Uma tal emulsdo pode ser fabricada por dissolugao do
Tween 80 em PBS para fornecer uma solugdo a 2%, entao a
mistura de 90 mL dessa solugdo com uma mistura de (5 g de
DL-o-tocoferol e 5 mL de esqualeno), entdo
microfluidificacdo da mistura. A emulsdo resultante pode
possuir goticulas de 6leo de submicron, por exemplo, com um

difmetrc médio entre 100 e 250 nm, preferivelmente cerca de

180 nm.

- uma emulsdo de esqualeno, um tocoferol e um
detergente Triton (por exemplo, Triton X-100). A emulsao
pode também incluir 3d-MPL. A emulsdo pode conter um tampao
de fosfato.

- uma =muls3o compreendendo um polissorbato (por
exemplo, polissorbato 80), um detergente Triton (por

exemplo, Triton X-100} e um toccferol (por exemple, um
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succinato de a-tocoferol). A emulsdo pode incluir esses
trés componentes em uma razdo de massa de cerca de 75:11:10
(por exemplo, 750 pg/mL de polissorbato 80, 110 ug/mL <>
Triton X-100 e 100 ug/mL de succinato de o-tccoferol) e
essés concentracgdes incluiriam gqualguer contribuicdo desses
componentes dos antigenos. A emulsdo também pode incluir
esqualeno. A emulsdo também pode incluir 3d-MPL. A fase
aquosa pode conter um tampdo fosfato.

Vacinas contra Influenza

A invengdo é especificamente aﬁropriada para
preparagdo de vacinas contra: o virus Influenza. Varias
formas de vacinas contra virus Influenza estdo disponiveis
atualmente, por exemplo, vide capitulos 17 e 18 de Plotkin
& Orenstein (Vaccines, 4* edicdao, 2004, ISBN: 0-7216-°2688-
0). De modo geral, elas se baseiam no virus vivo ou virus
inativado. As vacinas inativadas tém como base os viricas
integrais, virions "divididos" ou antigenos de superficie
purificados (incluindo hemaglutinina). Os antigenos para
Influenza podem também ser preparados na forma de
virossomas (particulas lipossdmicas semelhantes a virus
isentas de &cido nucléico). Os antigenos purificados de um

hospedeiro recombinante (por exemplo, em uma linhagem

celular de isento usando um vetor de baculovirus) também

podem se usados.

Os meios quimicos para inativar um virus incluem
tratamento com uma quantidade eficaz de um ou mais dos
seguintes agentes: detergentes, aldeido  £f£érmico, B-
propiolactona, azul de metileno, psoraleno, carboxifulereno
(C60), etilamina binédria, acetil etilenoimina ou

combinacdes dos mesnios. Métodos n&o quimicos de nativagéao
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viral s3o conhecidos na arte, tais como, por exemplo, luz
UV ou irradiagdo gama.

Os virions podem ser colhidos de fluidos contendo
virqs por vérics métcdos. Por exemplo, um pProcesso de
purificacido pode envolver centrifugacdo por zona usando uma
solugdo gradiente linear de sacarose que inclui detergente
para interromper Os virions. Os antigenc.: podem entao ser
purificados, apds diluigdo opcional por diafiltragédo.

Os virions divididos s8o obtidos por tratamento dos
virions purificados com dJdetergentes (por exemplo, éter
etilico, polissorbato 80, deéo#icolato, fosfato de tri-N-
butila, Triton X-100, Triton N101, brometo de
cetiltrimetilaménio, etc.) para produzir preparacdes de

sub-virion, incluindo os processo de divisdo "Tween-éter").

Os métodos de divis3o dos virus Influenza, s3o bem
conhecidos na arte, pox exemplo, vide W002/28422,
WO02/067983, WQ02/074335, WO01/21151, W002/097072,

W02005/113756, etc. A divisd3o do virus & realizada por
interrupcdo ou fragmentagdo do virus integral, se
infeccioso ou ndo infeccioso com uma interrupg¢ao da
concentracdo de um agente de divisdo. A interrup¢do resulta
em uwna solubilizacdo plena ou parcial das proteinas virais,
alterando a integridade do virus. Agentes de divisdo,

preferidos s3o agentes tensoativos ndo ibnicos e idnicos

(por exemplo, catibnicos), por exemplo, alquilglicosideos,
alquiltinglicosideos, agucares acila, sulfobetainas,
betainas, polioxietilenoaljuiléteres, N,N-dialquil-
glicamidas, Hecameg, alquilfendxi-polietoxietandis,

compostos ambnio quaterndrios, sarcos’la, CTABs (brometos

de cetil trimetil amdnio), fosfato de tri-N-butil:,
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Cetavlon, sais de miristiltrimetilamdnio, lipofectina,
lipofectamina e DOT-MA, oS octil ou nonilfendxi
polioxietandis (por aexemplo, os agentes tenscativos Triton,
tais como, Triton X-100 ou Triton Ninl), <3isteres de
polioxietileno sorbitano (os agentes tensoativos Tween),
éteres polioxietileno, ésteres polioxietileno, etc. Um
procedimento de divisao atil emprega os efeitos
consecutivos do desoxicolato de sédio e aldeido férmico e a
divisdo pode se realizada durante a purifiqacéo inicial do
virion (por exemplo, em uma sSolugdo gradiente de densidade
sacarose) . Assim, um processb de divisdo ode envolver a
clarificacdo do material contendo virion (para remover
material ndo virion), concentragdo dos virions colhidos
(por exemplo, usando um método de absorgdo, tal como,
absorgdo de CaHPO4), separagdo dos virions integrais do
material ndo virion, divisdo dos virions usando um agente
de divis3o em uma etapa de centrifugagdo de gradiente de
densidade (por exemplo, usando um gradiente de sacarose gue
contém um agente de divisdo, tal como, desoxicolato de
sédio) e entdo filtragdo (por exemplo, ultrafiltragdo) para
remover os materiais indesejados. A divisdo dos virions
pode geralmente ser ressuspensa na solucdo de cloreto de
sédio isotbnica tamponada com fosfato de sédio.

vacinas de antigenos d= supe.ficie purificados
compreendem os antigenos de superficie do Influenza,
hemaglutinina e tipicamente também neuraminidase. Os
processos para preparagao dessas proteinas na forma
purificada sdo também bem c.onhecidos na arte.

As cepas do virus Influenza para uso nas vacinas

mico

(D>

alteram de estacdo em estacao. No periodo inter-pand
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corrante, as vacinas incluem tipicamente duas cepas de
Tnfluenza A {H1N1 e H3N2) e uma cepa de Influenza B, as
vacinas trivaloentes s8o tipicas. A invengdo também pode
usaxr HA de cepas vandémices (isto &, capas para as quais o
receptor da vacina e a ropulagdo humana em geral ndo foram
desafiadas anterior e imunologicamente), tais como, cepas
dos subtipos H2, H5, H7 e H9 (especificamente do virus
Influenza A) e vacinas contra Influenza para cepas
pandémicas podem ser monovalentes ou podem ter como -base
uma vacina irivalente normal suplementada por uma cepa
pandémica. Dependendo da estégéo especifica e da natureza
do antigeno incluido na vacina, contudo, a invengdo pode
proteger contra um ou mais dos " subtipos de hemaglutinina
dos virus Influenza A que se seguem: H1l, H2, H3, H4, HS5,
H6, H7, H8, H9, H10, H1ll, H1l2, H13, H14, H15 ou H16.

As composigdes da invengao, além de serenm
apropriadas para imunizagdo contra cepas inter-pandémicas,
sdo especificamente Gteis para 1imunizagdo contar cepas
pandémicas. As caracteristicas de uma cepa Influenza que

fornecem & mesma o potencial para causar um surto pandémico

sdo: (a) ela contém uma nova hemaglutinina comparada as
hemaglutininas nas cepas humanas em circulagao
correntemente, isto &, uma que ndo seja evidente na

populacdo humana por mais de uma década (por exemplo, H2)
ou nio tenha sido anteriormente vista na populagdo humana
(por exemplo, H5, H6 ou H9 gue tenha sido encontrada apenas
na populacdo de péssaros), tel que a populacdo humana seja
imunologicamente né&o desafiada anteriormente com relagao 32
hemaglutinina da cepa; (b, ela seja capaz de ser

transmitida horizontalmente na populagdo humanz; e (<) seja
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patogénica aos seres humanos. Um virus com hem glutinina do
tipo H5 & preferido para imunizacdo contra Influenza
pandé&mico, tal com uma cepa H5N1. Outras cepas possivels
incyuem H5N3, [H9N2, H2N2, H7N1 e HIN7 e guaisquer outras
cepas pandémicas potencialmente emergentes. Dentro do
subtipo H5, um virus pode se encontrar na classificagao HA
1, classificagéo HA 1', classificacdo HA 2 ou classificagdo
HA 3 (World Health Organization {(2005) Emerging Infectious
Diseases 11(10):1515-21), com classificagbes 1 e 3 sendo
especificamente relevantes. Outras cepas cujos antigenos
podem geralmente ser utilizadés nas composig¢des sdo cepas
que sdo resistentes & terapia antiviral (por exemplo,
resistentes ao oseltamivir e/ou zanamivir), incluindo cepas

pandémicas resistentes.

As composigdes da invengao podem incluir

antigeno(s) para uma ou mais (por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou

mais) cepas do virus Influenza, incluindo virus Influenza
A e/ou virus Influenza B. Uma vacina trivalente &
preferida, incluindo antigenos de duus cepas de wvirus
Influenza A e uma cepa do virus Influenza B.

O virus Influenza pode ser uma cepa ressorvente e

pode ter sido obtido por técnicas de genética reversa.

Assim, um virus Influenza A pode incluir um ou mais,

segmentos de RMA de um virus A/PR/8/34 (tipicamente 6
segmentos de A/PR/8/34 com os segmentos HA e N sendo de uma
cepa de vaciuna, 1isto €&, um ressorvente 6:2). Pode também
incluir um ou mais segmentos de RNA de um virus A/WSN/33 ou
de qualquer cutra cepa de virus Util para geragao de virus
ressorventes para preparacidc da vacina. Tipicamente, a

invencdo protege contra uma cepa que & capaz de transmissdo
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humanc-a-humano e assim o genoma da cecpa geralmente
incluird pelo menos um segmento de RNA que se originou em
un virus Influenza de mamifero (por exemplo, em um ser
huimnano) . Ele pode incluir o segmento NS que se originou em
um virus Influenza aviério.

HA é um imundgeno principal nas vacinas contra
Influenza inativadas correntes e doses de vacina sao
padronizadas por uma referéncia aos niveis de HA,
tipicamente medidos por SRID. As vacinas existentes contém,
tipicamente, cerca de 15 pug de HA por cepa, embora doses
inferiores possam ser usadas, por exemplo, para criangas,
ou em situacdes pandémicas, ou quando se utiliza um
adjuvante. As doses fracionais, tais como, ¥ (isto &, 7,5
Lg de HA por cepa), % e 1/8 vém sendo usadas, como
possuindo doses mais altas (por exemplo, doses de 3 X ou
9x) . Assim, as vacinas podem incluir entre 0,1 e 150 pg de
HA por cepa de Influenza, preferivelmente entre 0,1 e 50
LG, por exemplo, 0,1-20 ug, 0,1-15 ug, 0,1-10 ug, 0,1-7,5
ug, 0,5-5 ug, etc. Doses especificas incluem, por exemplo,
cerca de 15, cerca de 10, cerca de 7,5, cerca de 5, cerca
de 3,8, cerca de 1,9, cerca de 1,5, etc. por cepa.

Para vacinas vivas, a dosagem & medida por dose

infecciosa de cultura de tecido mediana (TCID50) ao invés,

de tecr dr HA, e uma TCIDS0 entre 106 e 108
(preferivelmente entre 1065-107.5) por cepa & tipica.

HA empregado na invengdo pode ser um EA natural
como encontrado em um virus ou pode ter sido modificado.
Por exemplo, €& conhecida a modificacdo do HA para remogao

dos determinantes (por exemplo, regides uiper-basicas ao

N

redor do sitio de clivagem entre HALl e HAZ) gque fazem com

F
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altamente patogénico nas espécies

Apds tratar uma composigdo contendo virion para
degradar o DNA da cé&lula hospeceira (por exemplo, com BPL) ,
os produtos de degraidagdo sdo preferivelmente removidos cos
virions, por ex-mplo, por cromatografia de troca de anion.

Uma vez que o virus influenza tenha sido purificado
guanto a uma cepa especifica, ele pode ser combinado com 0OsS
virus de outras cepas, por exemplo, para fabricar. uma
vacina trivalente, conforme descrito acima. E preferido
tratar cada cepa separadémente e misturar volumes
monovalentes para fornecer uma mistura multivalente f£inal,
ao invés de misturar os virus e degradar o DNA de uma
mistura multivalente.

General

O termo "compreendendo" engloba "incluindo" Dbem
como "consistindo", por exemplo, uma composigao
"compreendendo" X pode consistir exclusivamente em X ou
pode incluir alguma coisa adicional, por exemplo X + Y.

A palavra "substancialmente" nao exclui
"completamente”, por exemplo, uma composigdo que &
tsubstancialmente isenta" de Y pode ser completamente
isenta de Y. Caso necessario, a palavra "substancialmente"
pode ser omitida da definig8o da invengao.

O termo "cerca de" em relacdo a um valor numé€rico
x representa, por exemplo x * 10%.

0Os termos "isolada" e ‘'purificada" significam
pelo menos 50% pura, mais preferivelmente 60% pura (como

com a maioria das vacinas divididas), wmais preferivelmente

o\

70% pura ou 80% pura, ou 920% pira ou 95% pura ou mais de
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99% pura.

A menos Gque especificamente declarado, um
processo compreandendo uma etapa de mistura de dois ou mais
componenites ndo regquer qualg:er ordem especifica de
mistura. Assim, co¢s ccmponentes podem ser misturados em
qualquer ordem. Onde existem trés compecnentes, entdo dois
componentes podem ser combinados entre si, e entdo a
combinacéo pcde ser conjugada a um terceiro componente,
etc.

oguando materiais de animais (e 'especificaﬁente
bovinos) forem usados na cultura das células, eles devem
ser obtidos de fontes que sejam isentas de encefalopatias
espongiformes transmissiveis (TSEs) e especificamente
isentas de encefalopatia espongiforme bovina (BSE). No
geral, é preferido cultivar as células na auséncia total de
materiais derivados de animais.

Quando um composto for administrado a um COrpo COmo
parte de uma composigao, entd3o aquele composto pode ser
alternativamente substituido poxr um promedicamentc
apropriado.

Quando um substrato de célula & usado para
procedimentos de ressorcdo ou genética reversa, é
preferivel um gue tenha sido aprovado para uso em produgdo
de vacina humana, por exemplo, como no Ph Eur Generai

capitulo 5.2.3.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As figuras 1 e 2 mostram OS resultados da ¢mpliagdo
da PCR de seis alvos denominados no gencma MDCK. Algumas
amostras foram diluidas coniorme indicado, até 1:10.070

antes da PCR.
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A figura 3 mostra os resultados da ampliagdo ca PCR
de seqiéncias SINE no genoma MDCK. Como nas figuras 1 e 2,
o DNA foi algumas vezes diluido antes da PCR. No painel
inferior, as figuras ilustrzm a quantidads: de partida de
DNA na PCR (fg).

A figura 4 mostra o efeito do tratamento com BPL no
tamanho do DNA MDCK. O DNA gendmico foi incubado com BPL em
difefentes temperaturas e por pericdos de tempo diferentes.
A figura 5 mostra resultados semelhantes. Os géis de
agarose foram coloridos com SYBRGold. |

A figura 6 mostra eletroforese por capilaridade de
DNA residual (linha superior) em relagdo aos marcadores
(linha inferior) possuindo os tamanhos indicados.

MODOS DE REALIZAR A INVENGAO

Virus Influenza (A/New Caledonia/20/99 (H1N1),
A/Panama/2007/99 (H3N2) ; B/Jiangsu/10/2003;
A/Wyoming/3/2003 (H3N2)) foram desenvolvidos em células MDCK
em uma cultura em suspensdo, seguindo-se OsS ensinamentos
dos WO97/37000, WO03/23025 e WO04/92360. O meio de cultura
finél foi clarificado para prover virions que foram entdo
submetidos & cromatografia e ultrafiltracdo/diafiltracgdo.
Os virions no material resultante foram inativados usando
B-propiolactona (concentragdo final de 0,05% v/v; incubada
por 16-20 horas a 2-8°C e entdo hidrolisada para incubar é
37°C por 2-2,5 horas). CTAB foi entdc empregado para
dividir os virions, e varias etapas de processamento
adicionais forneceram uma vacina em volume monovalente
final contendo proteinas de superficie purificadas.

O DNA de MDCK foi caracterizado para avaliar sua

gquantidade, tamanhc e integridade nos trés ec=agios

Cu

Q
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processo de fabricagdo: (A) apos a etapa de
ultrafiltracdo/diafiltragdo; (B) apds tratamento com g-
propiolactona e (C) no volume monovalente final. A

eletroforese de gel por capilaridads e a ampliagdo do acido
nucléico foram usadas para investigar o tamanho, a
integridade e a atividade bioldgica de gualquer DNA
gendmico residual.

Determina¢do do Tamanho

Conforme mencionado acima, o tamanho do DNA da
célula hospedeira residual foi analisado nos estégios‘(A),
(B) e (C) por eletroforese do gel por capilaridade. A
analise foi realizada em cinco culturas de virus separadas.
Amostras de 500 upL foram removidas nesses trés pontos e
tratadas com 10 pL de proteinase K a 56°C por 16 a 22
horas, seguido por uma extragdo de DNA total com o Kit
Extrator de DNA (Wako Chemicals) seguindo-se as instrugdes
do fabricante. O DNA foi ressuspenso em 500 pL de agua
ultrapura. para elecroforese em um P/ACE MDQ Molecular
Characterization System (Beckman Coulter) a uma temperatura
constante de 20°C. Onze marcadores de tamanho molecular
foram usados, de 72 a 1.353 pares de base. O limite de
deteccdo do &cido nucléico (DL) para esse método feoi de 0,7
pg/mL.

Com base nos marcadores de tamanho e densidadé
relativa das faixas de DNA, a distribuigdo e tamanho dos
fragmentos de DNA foram determinados e avaliados para
quatro categorias de tamanho diferentes entre variagdo de <
200 bp &2 > 1.000 bp. A figura 6 mostra a eletroforese por
capilaridade de uma amostra do estdgio (C). A analise

mostra gue todo o DNA residual detecta nessa amostra esta
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substancialmente abaixo de 200 pares de  base de
comprimento.
Os resultados ponderados das cinco culturas sao

mostrados na “=dela gue se segue:

Hstégi Quantidade <200 bp 200-500 500-1.000 >1.000

o de DNA bp bp p
A 47 mg 25% 12% 6% 55%
B 5 mg 79% 18%. 3% 4%
C 0,07 mg >99% <DL <DL <DL

O tratamento com BPL assim causa uma redugao dé -10
vezes na quantidade de DNA, porém també&m comuta a
distribuicdo para longe das seqiéncias longas na diregdo de
fragmentos pe.juenos < 200 pares de base. O processamento
adicional, entre as etapas (B) e (C), incluindo etapas de
cromatografia e ultrafiltragdo, reduziu os niveis de DNA
total em ~70 vezes e removeram todo DNA detectavel = 200
pares de base.

Ampliagdao do DNA

A transformacdo da célula neoplastica & um fendmeno
frequentemente associado aos proto-oncogenes modificados
e/ou genes supressores de tumor modificados. As s:quéncias
de varios genes caninos foram analisadas por PCR antes e
apdés tratamento com BPL, isto &, nos pontos () e (B). Além
disso, o DNA das células KDCK ndo infectados foram tratadoé
e testados. Os proto-oncogenes testados foram: H-ras e cC-
myc. Os genes supressores de tumor testados foram: pi3;
p21l/waf-1; e PTEN. Além disso, as seqUéncias SINE
repetitivas foram analisadas por PCR. O alto nGmero de
cépias para SINEs facilita a detecgdo sensitiva.

Todas ag amostras foram providas com espigbes com
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um DNA de controle externo (fragmnento  pUCL9) para
monitoramento da qualidade da prenaragdc da amostra e a
PCR. Em todos os experimentos uma ampliagdo consistente do
controle de espigdo foi obsexrvada, indicando gque BPL
hidiolisada residual e subprodutos presentes nas misturas
da PCR ndo possuem efeitos inibidores o ensaio e gavantiram
uma qualidade suficiente da preparagdo de amostra e da PCR.
As amostras foram diluidas em etapas de 10 vezes antes da
ampliacdo, até os produtos da PCR ndo serem detectados,
pelo que, indicando a redugdo de log nos niveis de DﬁA. 0
limite de detecgdo para o ensaio da PCR é de 55 pg.

Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese de gel em agarose. A figura 1 mostra os
resultados obtidos nas células MDCK ndo infectacdas e a
figura 2 mostra os resultados obtidos durante a cultura do
virus. Todos os seis genes analisados mostraram um forte
sinal de ampliag¢do antes do tratamento com BLP, porém a
resisténcia do sinal diminuiu apbs exposigdo a BPL. Em
todos os lotes de producdo testados, o DNA gendmico de MDCK
residual diminuiu em pelo menos 2 valores de log apds
exposigdo a BPL.

Uma vez que a figura 2 mostra os resultados no
estagio (B), antes da purificag¢do adicional, os resultados
excedentes representam o DNA presente nas vacinas finais eﬁ
volume. Devido i sensibilidade quando se utiliza seqiéncias
SINE, contudo, a PCR foi também possivel no estdgio (C), no
volume final monovalente. Os resultados dessa analise sdo
mostrados na figura 3. A ampliag¢do do DNA em (A) e (B) foi
relativamente semelhante & regido SINE, indizando que a BPL

& menos ativa em segléncias Jde DNA menores. Mesmo para

N

Y
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aguelas seqguéncias menores, contudo, nio houve uma redugao
notavel no sinal de ampliagdo para todas as amostras
analisadas. A comparacio das intensidades de sinal de PCR
sntre o ponto de coleta de amostra (B8) e (C) reflete a
reduqéo do DNA residual devido as etapas de purificagdo
intermedidrias.

A extrapolagdo da andlise com base no gene e com
baseAdiretamente na andlise com base em SINE, um nivel de
DNA total de < 1 ng por dose e frequentemente <100 pg por
dose & esperado em uma vacina final. |

Temperatura

O tratamento com BPL durante a inativagdo do virus
teve duas etapas independentes: (1) adigdo de BPL a mistura
contendo virion a 2-8°C; entdo (2) elevacdo da temperatura
a 37°C para hidrbélise de BPL. Os efeitos das duas etapas de
BLP na inativacdo do DNA MDCK e fragmentagdo coraii
investigados.

O DNA gendmico purificado das células MDCK nao
infectadas foi tratado com uma concentragdo final de 0,05%
(v/v) BPL a 2-8°C por 16 horas ou a 37°C ou 50°C por até 6
horas e meia. A fragmentagio do DNA foi verificada apds
isso e os resultados s3o mostrados na figura 4. Esses
experimentos revelam a atividade de BPL contra DNA celular,
porém as células ndo infectadas ndo refletem o estado dé
MDCK apds crescimento viral, uma vez gue O DNA celular ja
estid altamente fragmentado devido a apoptose.

Em 2-8°C, a diferenca entre DNA tratado e n&o
tratado em um gel agarose foi insignificante, sugerindo que
e fragmentacdo do DNA por BPL ndc pode  ocorrer

substancialmente durante essas condigdes. Em contraste, o
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DNA foi muito mwodificado em awbos 37°C e 50°C com a
temperatura maior conduzindo a uma cinética de reagdo
acelerada. O DNA de células nifo tratadas mostrou uma faixa
relativamente distinta em um el de agarose, com uma leve
mancha dos produtos de degradag¢do (figura 5, raia 3). Apds
um periodo de incubag¢do curto de BPL a 37°C, contudo, o DNA
de MDCK manchou a partir das fendas de gel e a intensidade
do sinal de faixa diminuiu (figura 5, raia 2). Os periodos
de incubacdo mais longos resultaram no desaparecimento das
moléculas de DNA gendmico e melhora da fragmentagéo dé DNA
MDCK.

Nos experimentos adicionais, BPL foi incubada
primeiro com células a 4°C por .16 horas. Em uma primeira
populag¢do, a temperatura foi elevada para 37°C por 2 horas;
em uma segunda populagdo, BPL foi removida por filtros
centrifugos e entdoc a temperatura foi elevada. Niveis de
DNA residual muito mais baixos (2 log inferior) foram
vistos na primeira populagdo.

Assim, a fragmentagdo do DNA observada durante o
tratamento da BPL parece ocorrer principalmente durante a
etapa de hidrdlise de BPL a 37°C ao invés de durante a

etapa de inativagdo do virus a 2-8°C.

Serd entendido que a invengdo foi descrita apenas

por meio de exemplos e modifica¢les pcoiem ser feitas,
enquanto permanecain dentro do escopo e espirito da

invencdo.
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REIVINDICAGOES

1. Vacina caractexrizada pelo fato de compreender

proteinas imunogénicas derivadas de um virus propagado na
cultura de cé&lula, caract=rizada pelo fato de gue a vacina
& substancialmente isenta de DNA residual de cultura de
célula funcional.

2. Vacina, de aceordo com a reivindicag¢dao 1,

caracterizaia pelo fato de que qualquer DNA residual de

cultura de célula & decradado por tratamento com um agente
alguilante.
3. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizada pelo fato de que o dito agente alquilante &

B-propiolactona (BPL).
4. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o comprimento do DNA

residual de cultura de célula degradado €& inferior a 500
pares de base.
5. Vacina, de acordo com a reivindicagcac 1,

caracterizada pelo fato de gque o comprimento do DNA

residual de cultura de célula degradado & inferior a 200
pares de base.

6. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 3,

caracterizada pelo fato de que o dito Di‘A residual de

cultura de célula é degradado por tratamento com menos de
0,1% de 3-propiolactona (BPL).
7. Vacina, de acordo com a reivindicag&o 1,

caracterizada pelo fato de que a ve~ina exibe um nivel

reduzido de agregagdo.

8. Vacina caracterizada pelo fato de compreender

proteinas imunogénicas derivadas de um virus propagado ra
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cultura da cé&lula, caracterizada pelo £ato de gque o
comprimentco do DHNA residual de cultura de cf£lula é inferior
2 500 pares de kassa.

9. Vaci iz, de acoxdoc com a reivindicecd3o 8,

1

carrcerarizada pelo fato de ¢ue o DNA residual de cultura de

célula & degradadoc por tratamento com um agente alquilante.
10. Vacina, de accerdo com a reivindicacdo 9,

carnaeterizada pelo fato de que o dito agente alquilante &

B-propiolactona (BPL).
11. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que o comprimento do DNA

residual de cultura de célula é inferior a 300 pares de
base.
12. Vacina, de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de gque o comprimento do DNA

residual de cultura de célula é inferior a 200 pares de
pase.
13. Vacina, de acordo com a reivindicacdo 8,

cavacterizada pelo fato de que o dito DNA residual de

cultura de célula & degradado por tratamento com menos de
0,1% de P-propiolactona (BPL).

14. Vacina, de acordo com a reivindicacdo 8,

caracterizade pelo fato de que a dita vacina exibe um nivel

reduzido de agregacao.
15. Vacina, de acordo com a vreiviwmiicacdo 10,

caracterizada pelo fato de que contém menos de 0,01% de

dcido propidnico livre e B-propiolactona (BPL) combinados.

16. Método para preparar uma vacina caracterizado

pelo fato de compreender proteinas imunogénicas derivadas

de um virus propagadc em uma cultura de célulsa,
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caracterizado pelo fato de que compreende:

degradacdo do DWA residual de cultura de célula
funcional; ¢

igolamento das »proteinas imuncgénicas.

17. wMétodo, d&e acordo com a reivindicagdo 16,

caractexriz=do pelo fato de que a dita etapa de degradacgio

do DNA residual de cultura de célula funcional compreende O
tratamento do DNA de cultura de célula funcional com um
agente algquilante.

18. Método, de acordo com & reivindicag¢dao 17,

caracterizado pelo fato de que o dito agente alquilante é

B-propiolactona (BPL) .

19. Método, de acoxdo com a reivindicagao 18,

‘caracterizado pelo fato de que o dito DNA da cultura de

célula é degradado por tratamento com MmMeNnos de 0,1% de PB-
propiolactona (BPL).
20. Método, de acordo com a reivindicagdao 16,

caracterizado pelo fato de que a dita vacina exibe um nivel

reduzido de agregagdo.
21. Método, de acordo com dualquer uma das

reivindicaqéés 16,17,18,19 ou 20, caracterizado pelo fato

de que @ etapa (ii) envolve separagdo do DNA dos virions.
22. Vacina, de acordo com as reivindicacdes 1 ou §,

caracterizada pelo fato de que O dito virus & um virus

Influenza.
23. Vacina, de acordo com as reivindicagdes I ou

8, caracterizada pelo fato de que a cultura de céiula €&

selecionada do grupc consistindo nas células MDCK, células
Vero e células PER.C.6.

24 . TFormulacdo caracterizada pelo fato de que




10

15

20

25

30

4/5

compreende uma »roteina recombinante expressa na cultura de
célula, onde a formulagdo & substancialmente isenta de DNA
residual de célula funcional.

25. Formulagdo, de acordo com a veivindicacao 24,

caracterizada pelo fato de gque qualquer DNA residual de

cultura de célula é degradado por tratamento com um agente
alguilante.
26. Formulagdo, de acordo com a reivindicagao 25,

caracterizada pelo fato de que o agente algquilante & B-

propiolactona (BPL) .
27. Formulacdo, de acordo com a reivindicacéo'24,

czracterizada pelo fato de que O comprimento do DNA

residual de cultura de célula degradado € inferior a 500
pares de base.
28. Formulacdo, de acordo com a reivindicag¢do 24,

caracterizada pelo fato de gque O comprimento do DNA

residual de cultura de célula degradado & inferior a 200
pares de base.
29. Formulacdo, de acordo com a reivindicacdo 26,

caracterizada pelo fato de que o dito DNA residual de

cultura de célula é degradado por tratamento com wenos de
0,1% de B-propiolactona (BPL).

30. Formulacdo, de acordo com a reivindicag¢do 24,
caracterizade pelo fato de que a dita formulagdo exibe um
nivel reduzido de agregagao.

31. Formulagao compreendendo uma proteina

recombinante expressa na cultura de célula, caracterizada

pelo fato de que © comprimento 0 DNA residual de cultura
de célula funcional & inferior a 500 pares de base.

32 . Formulacdo, de ac¢ordo com a reivindicagdo 24 ou
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31, carachterizsda pelo fato de que a cultura de célula &

selecionada do grupo ccnsistindo nas células MDCK,

Vero e células PER.Co.

cédlules
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VACINAS VIRAIS DERIVADAS »E CELULAS COM “IVEIS BALXOS
DE DNA RESIDUAL D¢ CELULA

A presente invengdo se refere aos produtos de
vacina para O tratamento ou pravengdo das infecgdes virais.
Sdo providos adicionalmente métodos para redugdo dos
contamin..ntes associados A preparacdo das vacinas de
cultufas de células. O DNA residual da cultura de célula
funcional é degradado por tratamento cem ‘um  agente
alquilante de DNA, tal como B-propiolactona (BPL), pelo que
provendo uma vacina compreendehdo proteinas imunogénicas
derivadas de um virus propagado na culturé de célula;
substancialmente isenta de DNA residual de cultura de

célula funcional.

(41
t.-l/a .



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

