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Folicidante: SANDOZ, A.G., entidad suiza, residente en Basilea,

Suize.

La pbesentg'invencidn se rélacionaibon un précedi-
miento para la produccién de vacunas de influenza, en parti-
cular subunidades de vacunas para influensza, mediante solubi-
lizacién selectiva y aislamiento de los componentes inmunogé-

nicos del vifus de influensza.
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La figura 1 adjunta es una representacién esque-

. mética de la particula del virus de influenza. El material

genético (1), 8cido ribonucleico’ (RNA), asociadd con la nu-

cleoproteina de grupo especifico (2), estéd rodeado por una

doble membrana consistente en une cepa interna de proteina (3)

y une caps, externa de material 1lipido derlvado del anfitrién
(4). Dos glicoproteinas, hemaglutinina (5) y neureminidesa
(6), aparecen como proyecciones o espigas sobﬁé la superficie
de la envolturs viral. Con (7) se representa la combinacién
RNA-polimerasa.

Se ha establecido shora que las dos glicoproteinas,
hemaglutinina y neuraminidasa, son los componentes inmunogé-
nicos principales del virus de influenza, no siendo esenciales,
para la induccién de inmunided, todos los o%ros-compbnentgs,

incluyendo otras proteinas virales, Acido nucleico y lipidos.

' Sin embargo, la presencia de tales materiales no eserciales

en una vacuna para influenza, puede conducir a efectos sscun-
darios indeseables y, en cualquier caso, limita la dosificacidy
de la vacuna gue pugde administrarse y, en consecucncie, el
nivel de inmuni&ad.QQe se puede conseguir. ‘

Por lo tanto, la vecuna ideal pera la influanzé
deberd contener los dos inmmunégenos esencialeé! hémaglufiniha
y neuraminidasa, en ausencia o eusencia sustancial de. lo§ -
componentes no esenciales de la particula viral. Tos: inten-A

tos anIeriores pera separer los inmunégenos de influenza

han implicado, como etapea inicial, la disrrupcidn 0 solubili-

zacién practicamente completa de la particula viral, por ejem

-plo con detergentes aniénicos, rales-como desoxicolato de 507312

dio o dodecilsulfato de sodlo, dée modo que toda la porcién'

.

0 la poreidn pr1nc1pal, de los componentes v1rales se llbere
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~ un método para alslar los componentes hemaglutininé y neure~
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¥y se ponga en soluci&n con los inmundgenos., Se necesita ung
posterior purificacién o purificacién parcial de los inmuné-
genos deseados, lo cual es muy complicado y laborioso, slendo
los rendimientos normalmente bajos. '

La presente invencidén proporciona un método para
gisglar los inmunégenos hemeglutinina y'neuraminidasa, que
comprende solubllizar selectivemente estos cdm@onentes al
nismo tiempo que se dejan particulas subvirsles residuales
consigtentes en la membrans intacta de lipido/broteiﬁé que
envuelve a todog los otros componentes virales no esenciales.
La diferencia dé tamefio o densidad de los inmunégenos solu—
bilizados y las particulas subvirales fesiduales, permite
la fecil separacién de los inmunégenos por los métodos con—
vencionales de separacién, utilizando tales diferencise en
las propledades fisicas. ‘

De este modo, se ha encontrado que dicha solubili-
zacién selectiva de los componentes hemaglutinina y neusami-
nidasa, se puede conseguir por tratamiento del virus de in-
fluenza con un detergente catiénico. |

Por consiguiente, la presente in?encidn proporciona

minidass del virus de influenza, que comprende tratar ésfe

Gltimo en un medio acuoso con un detergente catidnico paers

sBolubllizar selectivamente tales componentea, ¥ preparar

los componentes solubilizados resultantea de las particulas .

subvirales residuales. B
El método de la invencién se puede aplicer ade—

cuadamente g virus de influenza de los tipos 4, Ad, A2 6 B

6 a mezclas de los mismos. la cepa particular empleada depen~

derd, naturalmente, de la inmunidad deseada de los inmunégenos
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tico ¥y se puede ajustar en funcidn del rendimienjo desendo de

‘"nico a afiadir dependeré, por ejemp16, del detefgente particular
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& alslar, peroc como ejemplos se pueden mencionar las siguien-.
tes:

cepa A2/Aichi/68, MRC-2 (recombinacién de tipo A2/ England/
/42/72), MRC-11 (recombinacién de tipo A2/Port Chalmers/73),
4/Pasteur/30C ("Mutegrip", Institut Pasteur) y B/Mass/67. |

El virus de influenza a tratar se multiplica ade-

en huevos de pollos embrionados de 11 dfas de edad e incuba-~
cién durante un periodo adecuado a una temﬁeraﬁura apropiada,
por ejemplo durante 2 dfss a 37¢C. Los fluidos alantoicos
recojidos son entonces agrupados adecuadamente y el virus

gse concentra y purifics por ultracentrifugacién seéuido pdr
resuspensién del virus, por ejemplo, selina fisiologica
tamponada con fosfato, o por centrifugacién en upa»qentrifugé
zonal de fiujo continuo uséndo, por ejempio, uﬁ grediente dé»
sucrosa en salina fisiolégica tamponads con fosfato, scguido
pof la disminueién del contenido en sucrosa, por ejempln, a
menos del 5 %, convenientemente por didlisis contra salina
fisiolégica, o pof eromatografia Sephadex o dilucidn, Le con—

‘ecentracién del virus de partida no constituye un factor cri-

inmunégenos. ,
El pH del concentrado de virus es convenientemente 3.
de 6 5 a 8 5, empleando tampones, tal como tampén fosfato
.cuendo se requiera, antes de la adicién del detergente catié- |
nico, y el concentrado se puede también inactivar, por e3em-
plo- por. la edicién de formaldehido. El detergente cailénico
se afiade adecuadamente al concentrado de virus en forma de

una solucién aduoga. La cantidad adecuada de detéfgente catib-]
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empleado. Sin embargo, en ge=neral, el detefgente Qatiénicp
se afiade convenientemente en una'cgntidad tal que la relacién
en peso de detergente a proteina en la mezcla resultante ez
de 1:2 a 1:10, en particular de 1:3 a 1:5. Despuéé de'ia'
adicién, la mezclé se deja reposaer adecusdamente, por ejem—
plo durante un periodo de 30 minutos g 16 horas, a una tem—
peratura de por ejemplo 4 a 3790, necesitando las temperatu-
ras mayores menores tiempos de reposo. Con preferencia, 1@
mezela se deja reposar durente 30~60 minutos a.ﬁémpgrafuia_,
embiente o durante la noche a 42C, S

El detergente catiénico emplsado pusde ser cual@hie

detergente catiémico suficientemente activo para solubilizar

los componentes hemaglutining y neuraminidasa, pero insufi-

cientemente activo, bajo las condiciones émylea@as paré caun-

sar la disrrupcién de la particula viral entera.
Dichos detergentes catiénicos se pueden alegir
entre aquellos de la clase bien conocida de férmila I,
R
1\\\\ ////'R3
R, Ry

”ZZED I

en la que R significe slquilo 6 arilo, Ry, R, ¥ Ry, igueles
o diferentes, representan alquilo o ériio, é Ry ¥ Ry, ‘Jjunto
con el 4ftomo de nitrégeno al cusl estén unidos, forman un’

anillo - heterociclico saturado de 5 6 6 miembros y Ry sig-

nifica alquilo o arilo, 6 R1, Ry ¥ R3,:junt9 con eliét@mq de

nitrégeno al cual estén unidos, significan un snillo hete~

rociclico de 5 6 6 miembros insaturado enpel &tomo de'nitréé--

._'1
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geno, y X significa un anién.

Compuestos representativos de férmula I incluyen

aquellos de férmula Ia,

e
R;/ \R'
3 4

en la que X se define como anteriormente, ¥ R& significa al=

quilo de 8 & 22 Atomos de carbono y cuglquiers de los res—-

t08 R} y RS que son iguales o diferentes, representa metilo

o alquilo de 8 a 22 4tomos de carbono, 6 R{ significa metilo ‘

Y R} eignifica bencilo; en particular los compuestos de fér-

muls Iaa,

CHS CHj .
\\\\%l///, £© .
| CH3//// \\\\\Ra

en la que R} ¥y X se definen como anteriormente, 6 de £ér-

CH\% o g'@‘ Iab

C4HSCH, R

mula Iab,

en la que R; y X se definen como anteriormente.

" Otros compuestos representativo$~de férmula I son -

aquellos de férmula Ib,
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en la que X se define como anteriormente, Rg significa alqui;
lo de 12 a 18 &tomos de carbono, ¥ R5 significa hidrégeno o
metilo, con preferencia hidrégeno. ‘

Los redicales alquilo preferidos de 8'a 22 étom031 

de carbono, contienen de 12 a 18 4tomos de carbono.*Radica
alquilo preferidos de 12 & 18 tomos de carbono, :uHJ
laurilo, miristilo, getilo y estearilo. ' S

En las férmulas anteriores, X signiflca prefariblen_;i:
mente aniones tales como cloruro, bromuro, sulfato_oracetatq,:"
en particular cloruro o bromuro. N : L.‘ h

Los compuestos preferidos de fdnmula Iaa inclvyen BE

seles de miristiltrimetilemonio y cetiltrimetilamonio, en parnffj
tieular cloruro o bromo, més particularmente los bromwros¢ '

Los compuestos preferidos de férmula Isb incluyen sales de _
estearildimetzlbencilamonio, en particular cloruro o brnmuro,;:n
més particulermente el bramro. Los compuestos preferidos '
de £érmula Ib incluyen sales de cetilpiridinio, en part:cular
eloruro o bromuro, més particularmente el bromuro.-

Otros detergentes catiénicos que se puedén empleai ‘
adecuadamente incluyen los croruros & bromuros &a-benzalédnidi‘
por ejemplo cloruro de bencetonio o cloruro de metilbencetonio,.
asi como agentes tales como el cloruro de decemetonio. ’

El detergente catidbnico preferido para‘utilizaﬁsé

en el proceso Ge la invencién es el bromuro de cefiltrimetil~'r

amonio.
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Ung vez termingdo el proceéo, los componentes he-
maglutinina y neuramin_idasa se pueden séparar de las parti-
culas subvirales reslduales, intactas, émpleando pétodosrcdnr
vencionales para la separacién de materiales qué tienen dis-
tintos tamafios o densidades, por ejemplo mediante eentrimga-;
c¢ibn en gradiente, utilizando medios dg sucrosa o glutgnaﬁq A'.
sédico, seguido por fraccionamiento de los gradieﬁtes, por
sediﬁentacién, por cromatografis en tamices moleculares 6
mediante nodulacién en unag ultracéntrifuga.

Ta mezcla de inmunégenos producids segin el proceso

de la invencién, es adequada para utilizarse en vacuas para

. la influenza. Para esta finglidad, los'componenfés hgﬁagiutif.

nina-& neursminidasa, aislados como anfes sé ha descrito, ge
resuspenden convenientemente en un diluyente corvencional,
por ejemplo una solucién isoténica fisiolégica, por éjemplo
una solucién de cloruro sédico al 0,9 %, opcioﬁalmente témpo-
nadea, por ejemplo con tampén fosfato. La sucrosa que permanece
tras la purificaci@ﬁ del virus inicial o de la séparacién de -
los componentés soiubilizados, deberd feducirae conveniente-
mente a menos de 5 % en peso en la Vacuna, for ejemplo poxr
di&lisis, Similarmente, el contenido en detergente catidaico
:estante deberéreliminarse en gran grado; por éjeﬁpléyreﬁucirQ
se a menos de 0,01 % en la vacuna, por eﬁemblo por diélisis‘,
o cromatografia de gel. . B

Si se desea, se pueden afiadir a las vacunas égeh#es
preservantes o inactiventes, tal como formaldehido, en caﬁr
tidedes convencionales, por ejemplo en una felacidn en peso
de 1 a 10.000 partes,

Ia inmunogenicidad de las vacunas de la inVencidﬁ

se puede mejorar también adecuasdamente por inclusién de edyué
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ventes inmunolbégicos convencionales, tales como hidréxido
de aluminio o fosfatd de aluminio, en cantidades convencio-
neles, por ejemplo por inclusién de 0,2 % de hidréxido de
aluminio. | | A
Como se he indicedo, las vacunas producidas segin
le invencién son unas vecunss Wtiles contra los virus de in-.
fluenga, por ejemplo los mencionédbs enteriormente, segin o
se demuestra, por ejemplo, por comparacién con vacunas de vi-
rus totales, que tienen el mismo contenido inmunogénico, en
el ensayo de proteccién del ratén. Grupos separados de 30 re- |’
tones se gdministraron, i.p., con 0,25 ml de vasuna de-virus
total y vacuna subunitaria de la invenocién, teniendo cads una,
de ellas un contenido en hemaglutinina de aproximadamente
28, se infectaron grupos separados, 3, 4 y 8 semanas después,
de la inmmizscién, con un virus virulento mediente splicacién|
por pulverizacién; Al noveno dfa desﬁués de la infeccisz, éé.r
evalud en cada grupo la proteccién contra la mortalidad'yv
contra las iesiones bulmonares. El ensayo se repitié utili-
zando diferentes contenidos antigénicos en las vacunas. Los
resultados indican que las vacunas subunitarias de- la inven-
cién producen uné'inmunidad més, prolongada contra el virusi
infectante pero, por otro ledo, tiene efectos paraleloa a la '
vacuna de virus total. | |

Seglin ses la. utilizgacién variaré naturalmente la

" dogis a edministrar. Sin embergo, en general, Be. obtienen

resultados satisfactorios cuando se administra una sola doeis -

de 9 a 43 unidades internacionales por kilogramo ‘de peso cor— _

‘poral del animal, aproximadamente. Parg mamiferos superiores,

resulta indicado una dosis simple de 600 & 3.000 unidades

internacionales.
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Ia dosis se sdministre convenlentemente por via
suboutanea o intramuscular.

Los siguientes ejemplos‘iIQStran le invencién.

mmmo1: | _

Virus de influenza del tiﬁo antigeno X-31. (recombi-
ngeién de la cepa Aé/ﬂichi/BS) se multiplice en hievos de po-_
1lo embrionados por incubacidn a 37¢C durante dos dias. Los
huevos se enfrian entonces a 490 durante la noche y se agru—:A,
pan los fluidos slantoicos infectados recogidos. El v1rus se
concentrs a continuacién y se purifice del liquido alant01co,
infectado por centrifugacién en uns centrifuga zonal de fluaou.
continuo (modelo RK, Electro-Nucleonics) utilizandq un gra- O
diente de sucrosa en salina témponada con fosfato. El con-
centrad6 de virus obtenido después de la reduccién delrcon—
tenido en sucrosa ‘@ menos del 5 % por di4lisis contra salina
temponada con fosfato en frio, tiene un titulo de hemaglutl- |
nine de 1: 217 ¥ un contenido en protelna de 0,7 mg/cc, Las
inmunégenos se discecian aﬁadlendo e la suspensibén de virus
1/50 de su volumen de una solucién acuosa detergente { Broﬁuro
de cetiltrimetilamonio, soluci6n al 1 #). Después de 30-60
minutos (temperatura'ambiente) la mezcle de reaccién se.éla- .|
vora por centrifugacién de gradiente zonal ufilizando'uﬁ'g?a-

dlente de sucrosa lineal preformado y a continuacién ge ’

freceiona los gradlentes con una bomba peristéltica. La

h@maglutinina v neu;amlnidasa se solubilizan cuantitativemen-
te y esten presegtes en la parte superior del gradiente, bienA
separados de las particulas virales residuales gue formen un
sedimento mucho méé rapidamente. -

EJEMPLO 2

La multiplicacién,,concentraciéﬁ-y disociacién del’




10

15

7Y
(&)

50

- 11 =

virus se efectuan del modo descrito en el ejemplo 1. La ela-
boracién se realiza-por centrifugacién de equilibrio en un

gradiente de sucrosa preformsdo. Después de ajustar el equili~
brio, el gradiente se fracciona y ensaya: la hemaglutining
¥ la neuraminidasa eatdn presentes en la papte més clara del
gradiente, bien separados de las particulas virales residua- |
les més densas.

EJEMFLO 3 _
Se efectus el proceso como en el ejemplo 1 6 2, ex~|

cepto que se utiliza la cepa de influenze MRC-2 (recombina-
¢ifn de tipo Az/Eﬁgland/42/72) 6 MRC-11 (recombinacién de
tipo Ay/Port 6halmer;/73).

EJEMPLO 4

Se efectua el proceso como én el ejemﬁio 196 3y a
excepcién de que la mezcla de reaccidén se elabora por cro- -
matografia.en tamices moleculares. '

EJEMPLO 5
Una solucién acuose (0,5 %) de bromuro de cetil-~

piridinio se aflade a virus de influenza del tipo A/Pasteﬁzyﬁbc
("Mutagrip", Institut Pasteur) que ha sido inactivado con '
Tormol hesta una concentracién final de 0,02 a 0,1 %. Ls
elaboracién se efectua de modo andlogo al descrito en el
ejemplo 1, 2 6 4. o
| EIBPIO 6

Se efectus el proceso como en el ejempio'1, g 4 6
5, excepto que se emplea la cepa de influenza B/Mass)67;

EJEMFIO 7 » :

Se efectua el proceso como en el ejemplo 1, 3, §

6 6, excepto que la mezcla de disociacién se elabora por nodu

1izgeidn en une ultracentrifuze. Esto se puede réalizar por
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ejemplo en una centri{fuga Bechmann I-2-65 B (rotor 60 Ti,
35 000 r.p.m., 90 minutos). Ios inmundgenos solubilizados es-
t4n presentes en la fracecidn sobrenadante.

EJENPLO 8

Se repite el procedimiento de eualquieré de los ejem-
plos 1 a 7, pero empleando, en lugar de la solucién de bromuro
de cetiltrimetilamonio, una solucidn al 1 % de bromuro de miris-
tiltrimetilamonio, cloruro de bencetonio, cloruro de metilben-
cetonio, cloruro de decametonio o bromuro de estearildimetilben-
cilamonio. Se obtienen resultados similares.

EJEMPLO 9

Una vacuna de influenza de la invencidn se puede for-

mular como sigue:

Nezcla inmunogénica $= 700 unidades internacionales
Tiomerosal te 1 parte en 10.000 partes

Tampén fosfato en 0,9 %

de salina fisiolégica :- a 0,5 ml.

Ia mezcla inmunogénica se puede producir segin cual-
quiera de los ejemplos anteriores, por ejemplo la producida .
en el ejemplo 3 a partir de la cepa de influenza MRC-11 (recon-
binacién de tipo A2/Port Chalmers/73). o,

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento,;
as{ como la manera de realizarse en la prictica, debe hacer;:
gse constar que las disposiciones anteriormente indicadas soéli'
susceptibles de modificaciones de detalle en cuante no alté-:

ren su principio fundamental.

REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para aislar los componentes hemaglu-

tinina y neuraminidasa del virue de la influenza, caracterizado

porque comprende tretar el virus de influenza, en un medio acuo-~

80, con un detergente catidnico, adecundamenie un detergente



5e

10.

15.

20,

25.

3o,

s A

-12 -

catidnico de férmula Ia:

R'l\ N@/cr13
7N
. RIZ Rt

Ia
4

en la que X éignifica un anién, R'4 significa alquilo de 8 a 22
dtomos de carbono y cualquiera de los radicales Ril ¥ R'p, que
pueden ser iguales o diferentes, representan metilo o alguilo
de 8 a 22 dtomos de carbono o R'y significa metilo y R', sig-
nifice bencilo, preferiblemente con un detergente catidnico de
férmula Ia en la que R'l Yy R'2 significan cada uno metilo, mds
preferiblemente con un detergente catidnico que es una sal de
miristiltrimetilamonio o cetiltrimetilamonio, afiadiéndose ade-
cuademente el detergente catiénico en una cantidad tal que la
relacidn en peso de detrrgente a proteina en la mezecla resultan-—
te sea de 1:2 8 1:10, preferiblementn de 1:3 a 1:5; dejar repo-
sar adrecvadamente la mezcla, tal como durante un periodo de
30 minutos a 16 horas, a una temperatura de 4 a 37¢C, con pre-
ferencia durante 30 a 60 minutos a temperaturas ambiente, para
solubilizar selectivamente tales componentes; y separar la
hemaglutinina y la reuraminidesa solubiliZadaé resultantes
de los componentes sub-virales residueles.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque se separa a continuacidn de forma sustancial
cualquier detergente catidnico residual de la mezcla resultante
de tales componentes.

3+= Procedimiento pera aislar los componentes hemaglu-
tinina y neuraminidasa del virus de la influenza, tal y como

queda sustencialmente descrito en la presente Memoria.
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Esta Memoria consta de 14 hojas escritas a nquina

por una sola cara.
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