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VERO CELL LINE ADAPTED TO GROW IN SUSPENSION

ABSTRACT

The invention relates to a Vero cell line that can be grown in serum-free and protein-free
culture and in suspension culture in the absence of supporting materials for its adherence, and to
production of viral vaccines using said cell linc. More particularly, the present invention relates to
establishment of a cell line that can be grown in suspension culture without need of the cells to be
adhered to any supporting material. Furthermore, the present invention provides a process to
obtain said Vero cell line and a process for producing viral vaccines with said cell line. The
present invention further relates to virus obtainable by said process and vaccines formulated by

said virus.

DESCRIPTION

TECHNICAL FIELD OF THE INVENTION

The invention resides in a Vero cell line that can be grown in protein-free culture and in
suspension culture without a carrier, and to production of viral vaccines using said cell line. More
particularly, the present invention relates to establishment of a cell line that can be grown without
using fetal calf serum (FCS) and that can be grown in suspension culture without need of the cells

to be adhered to any carrier, and a process for producing viral vaccines with said cell line. The



present invention further relates to virus obtainable by said process and vaccines formulated by

said virus.,

BACKGROUND OF THE INVENTION

For production of viral vaccines chicken eggs, mouse brains, primary cells or established cell
lines are used in order to propagate the virus (Principles of Virology. Molecular Biology,
pathogenesis and control, 2001). These conventional techniques have several problems:

1) The use of chicken eggs requires management of chicken breeding. management of fertilized
epgs to be adjusted to a vaccine production schedule, and laborious procedures including
extensive purification for completely removing components derived from egg proteins (Tree et
al., 2001).

2) Cell lines; in general require the addition of fetal calf serum as a cell growth factor. Therefore,
there is an associated risk of contamination with infection agents and prions and high-quality FCS
is very expensive, a fact that adds a considerable cost to the vaccine.

3) Among established cell lines where various kinds of viruses can be propagaled, Vero cells
(African Green Monkey Kidney Epithelial Cells) are widely used for production of high quality
vaccines for humans and animals (Butler et al., 2000; Franzzati-Gallina et al., 2001; US Patent N°
4,664,912; Montagnon, 1989; Montagnon et al., 1981). Furthermore, Vero cells are the only
recommended cells to prepare viruses for vaccine production by reverse genetics in the document:
“WHO guidance on development of influenza vaccine reference viruses by rcverse genetics”.
2005.6, page 3. However, Vero cells have a tendency to adhere to surfaces. Thus, the use of Vero
cells for large-scale cultures is, due to the need of reactors with very large surface or to the need

of introduction of cell-carriers in the culture, extremely costly.



Serum is often used for the propagation of mammalian cell lines. However, when mammalian
cells are used for the production of recombinant proteins or virus production, there is increasing
pressure to remove serum from the manufacturing process. Some of the driving reasons to
implement serum-free cell-culture technology are the expense of serum, variation between serum
lots and serum quality, regulatory concerns regarding biological agents in serum and the burden of
removing serum proteins in downstream processing. There is also a recognized need, for reasons
of reduced cost and process scale up, for use of cell lines adapted to grow in suspension. There is
an urgent need for more cconomic processes for quality vaccine production at a low-cost to make
them available worldwide.

Many developments have been accomplished to obtain Vero cell lines in suspension to obtain a
virus for vaccine manufacturing (US 4,664,912; US 4,525,349: US 5,719,051; Higher production
of rabies virus in serum-free medium cell cultures on microcarriers. Frazzati-Gallina NM. J
Biotechnol. 2001 Dec 14;92(1):67-72; among other publications referred to and incorporated
herein by this reference). However, these documents describe the use of carriers and microcarriers
to obtain suspensions of anchorage-depending Vero cell lines.

In the state of the art, it has never been reported a Vero cell line to obtain a virus for vaccine
manufacturing, adapted to growing in suspension, in the absence of supporting materials for its
adherence (carriers or microcarriers), adapted to growth in a culture medium free of fetal calf
serum, and capable of growing also in a protein-free medium. On the other hand, there are
references to Vero cell lines which may grow in suspensions forming cell aggregates (“The
gmu;th of Vero cells in suspension as cell-aggregates in serum-free media™. Cytotechnology.
1992;10(2):169-74. Litwin J.). Litwin described a method to grow Vero cells in suspension as cell
aggregates in serum free media. However, cell aggregates are difficult to infect with viruses and

therefore are not adequate for vaccine production (US patent 2005153419-A). There are no



reports of Vero cells that may grow as individual cells without forming aggregates in high density
cultured.

In order to obviate the disadvantages of the prior art as stated above, this invention has now
established a novel Vero cell line which can be grown without FCS, without protein and in
suspension comprising isolated cells in the absence of cell aggregates. This cell line can be use in
large scale production of vaccines in normal fermentation vessels in the absence of supporting
materials for its adherence (without the need of any kind of cell carrier or microcarrier in the
culture). The individual cells suspensions have known advantages over the aggregates suspension,
for those skilled in the art, for example improves of efficiency in virus production systems that
involve high density reactors. The present invention also established a process for producing a
viral vaccine culturing Vero cells in suspension without FCS and then infecting the cells with the
virus to be use in the vaccine production. The vaccine so produced is of low cost and high safety

profile

SUMMARY OF THE INVENTION

The Vero cell line, subject matter of the present invention, useful for the production of viruses for
vaccine formulation, is adapted to grow in suspension, in the absence of supporting materials for
its adherence and in a culture free of fetal calf serum. Furthermore, this cell line is adapted to
grow in a protein-free culture. This cell line also is adapted to grow in a suspension as isolated
cells, in the absence of cell aggregates. Specifically, this cell line is deposited with the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany) under the
name of sVero p66 and whose name assigned by the International Deposit Authority is DSM

ACC2791.



The procedure for obtaining said Vero cell line adapted to grow in suspension, in the absence of
supporting materials for its adherence and in a culture free of fetal calf serum and free of proteins,
another subject matter of this invention, comprises the following steps:
a. adapting an anchorage-depending Vero cell line, preferably the Vero E6 cell line
(passage 26, Banco Argentino de Células), to a culture with a low content of fetal calf
serum by a gradual adjustment of the culture from a high concentration of fetal calf
serum of about 7 1o approximately 15% to a culture of low concentration of fetal calf

serum of about 0 1o approximately 3%, preferably about 2%,

b. applying the Vero cell line obtained in the previous step “a.” to a culture in
suspension of the same culture medium of low concentration fetal calf serum of about
0 to about 3%, prcferably 2%, for a time sufficient enough, at least 30 days, for said
cell line to grown in suspension in the absence of supporting materials for its

adherence; and

c. adapting said cell line obtained in step “b” to grow in a medium free of fetal calf

serum and free of protein.

In another preferred embodiment of this invention, it is disclosed a procedure to obtain a virus
for vaccine formulation, another purpose of this invention, comprising the following steps:
a. growing a Vero cell line adapted to grow in suspension, in the absence of
supporting materials for its adherence and, preferably, in the absence of proteins, to a
concentration of up to between about 1x10° and about 30x10° cells per ml of culture

medium,



b. infecting the cell line of step “a™ with said virus with an multiplicity of infection
(m.o.i.) between about 0.001 and about 10, and

c. collecting the virus produced during the infection, preferably by centrifugation.

In preferred embodiments of this invention, said virus is selected from the group consisting of the
human immunodeficiency virus, such as HIV-l and HIV-2; polio virus; hepatitis A virus, human
coxsackie virus; rhinovirus; echovirus; equine encephalitis virus; rubella virus, dengue viruses,
encephalitis virus, yellow fever virus, coronavirus, vesicular stomatitis virus, rabies virus, ebola
virus, parainfluenza virus, mumps virus. measles virus, respiratory syncytial virus, influenza virus,
Hantaan virus, bunga virus, hemorrhagic fever virus, reovirus, rotavirus, parvoviruses, papilloma
virus, polyoma virus, adenovirus, herpes simplex virus (HSV) | and 2, varicella zoster virus,
cytomegalovirus (CMYV), smallpox virus, vaccinia virus, pox viruses, African swine fever virus
and the unclassified agent of delta hepatitis, and the agents of non-A, non-B hepatitis. Preferably
said virus is selected from the group consisting of polio virus, mbies virus, yellow fever virus,
hepatitis A virus and influenza virus.

In other preferred embodiments of this invention, the viruses are the viruses and viral antigenes,
also subject matter of the present invention, that can be obtained by the procedure previously
described herein.

Subject matter of this invention are also the vaccines formulated with the viruses that can be

obtained by the procedure disclosed in this invention.

DESCRIPTION OF THE DRAWING

FIG. 1 shows growth of Vero E6 AGS according to the present invention.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The Vero cell line, subject matter of the present invention, useful for the production of viruses for
vaccine formulation, is adapted to grow in suspension, in the absence of supporting materials for
its adherence and in a culture free of fetal calf serum. Furthermore, this cell line is adapted to
grow in a protein-free culture. This cell line also is adapted to grow in a suspension as isolated
cells, in the absence of cell aggregates. Specifically, this cell line is deposited with the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany) under the
name of sVero p66 and whose name assigned by the International Deposit Authority is DSM
ACC2791.

The procedure for obtaining said Vero cell line adapted to grow in suspension, in the absence of
supporting materials for its adherence and in a culture free of fetal calf serum and free of proteins
comprises the following steps:

a. Adapting an anchorage-depending Vero cell line, preferably the Vero E6 cell line (passage

26, Banco Argentino de Células), to a culture with a low content of fetal calf serum by a gradual

adjustment of the culture from a high concentration of fetal calf serum of about 7 to approximately
15% to_a culture of low concentration of fetal calf serum of about 0 to approximately 3%,
preferably about 2%.

b. Applying the Vero cell line obtained in the previous step “a.” to a culture in suspension of
the same culture medium of low concentration fetal calf serum of about 0 to about 3%, preferably
2%, for a time sufficient enough, at least 30 days, for said cell line to grown in suspension in the
absence of supporting materials for its adherence. That is achieved with an abrupt passage of the
cells from T-flasks (o spinner flasks, without any carrier, and gradually replacing remaining serum

supplementation by serum free media containing proteins and growth factors. During the initial



phase of suspension culture adaptation the cells tend to form aggregates of 2-30 cells, especially at
cell densitics higher than |.times.10.sup.6 cells/mL

c Adapting said cell line obtained in step “b” to grow in a medium free of fetal calf serum
and free of protein. After several passages, and replacing step “b™ medium by serum free and
protein free media, no cell clumping is observed, and Vero E6 is considered adapted to grow in
suspension culture in protein free media, and that cellular clone is denominated “Vero E6 AGS”.
Vero E6 AGS cells have been shown to maintain an average doubling time of 24 hours in
continuous growth cultures over a period of at least one month and have retained the susceptibility
to be infected by several viruses.

Additionally, there was not difference in the cellular response (as measured by viability and
doubling time) to growth in medium with low concentrations of proteins and growth factors and
growth in medium with no proteins (protein free media).

The Vero E6 AGS cell line has been deposited with the German Collection of Microorganisms
and Cell Culures (DSMZ, Braunschweig, Germany) under the name sVero p66 and whose

number, assigned by the International Deposit Authority, is DSM ACC2791.

Suspension Culture and Infection

Cells arc maintained in suspension in 30 to 1,000 ml cultures in 50 to 1,500 ml glass spinner
flasks (Techne, UK) agitated at 50-80 rpm in a 5% CO.sub.2 incubator at 33-37.degree. C.

During cell maintenance, cultures are kept in exponential phase by diluting cells approximately
every second day in order to maintain cell densities between 1.times.10.sup.5 cells/ml and
12.times. 10.sup.5 cells/ml. For infection experiments, exponentially growing cells are centrifuged

and resuspended in fresh culture media at a cell density of 1.times.10.sup.6 cells/ml.

J L



Infection is initiated by adding concentrated viruses to the cultures at a multiplicity of infection
(M.O.1.) of 0.001 to 10. A 500-1,500 mu.| cell suspension aliquot is transferred in sterile tubes at
different times post infection. The different aliquots were stored at -80.degree.C. fm-' further
analyses. Viml particles are recovered from the frozen total-suspension samples by 3 freeze-thaw
cycles.
According to the present invention cells grow individually in suspension and are well infected by
different virus producing a good yield of the antigenic viral particles adequate for vaccine
production.
The viruses that may be produced by application of the present invention are selected from the
group consisting of the human immunodeficiency virus, such as HIV-1 and HIV-2; polio virus;
hepatitis A virus, human coxsackie virus; rhinovirus; echovirus; equine encephalitis virus; rubella
virus, dengue viruses, encephalitis virus, yellow fever virus, coronavirus, vesicular stomatitis
virus, rabies virus, ebola virus, parainfluenza virus, mumps virus, measles virus, respiratory
syncytial virus, influenza virus, Hantaan virus, bunga virus, hemorrhagic fever virus, reovirus,
rotavirus, parvoviruses, papilloma virus, polyoma virus, adenovirus, herpes simplex virus (HSV) |
and 2, varicella zoster virus, cytomegalovirus (CMYV), smallpox virus, vaccinia virus, pox viruses,
African swine fever virus and the unclassified agent of delta hepatitis, and the agents of non-A,
non-B hepatitis. Preferably the polio virus, the rabies virus, the yellow fever virus, hepatitis A
virus and the influenza virus.
The viruses that can be obtained according to the present invention are useful for vaccine
formulation using methods known by those skilled in the art of vaccine formulation. Said viruses
" or the viral antigens are concentrated and purified using methods known in the art such as
centrifugation and chromatography. The vaccines that can be obtain by the present invention

comprise said viruses or viral antigens, at least one diluent and, optionally, adjuvants, excipients



10

and chemotherapeutic agents known in the art. [f necessary, said viruses will undergo an
attenuation or inactivation process.

The present invention will now be described in more details through the following application
examples showing preferred forms to practice this invention. However, said examples are
provided for illustration purposes only, to better understand the present invention, and do not

intend to limit the scope of the present invention,

EXAMPLE 1

More specifically, the Vero cell line of the present invention was prepared using the following

procedures:

Vero cells from the line Vero E6 (passage 26, Banco Argentino de Células) were used as the
starting material. Cells were cultured in &8 monolayer in a 25 cm.sup.2 culture flask containing
MEM (GIBCO BRL, USA) medium supplemented with 10% FCS. Incubation was at 37°C in a
5% CO2 atmosphere. After sufficient expansion of the cells, the cells were then cultured in the
above medium containing 20% serum-free medium and subcultured upon confirming no
abnormality in cells. After subculture and sufficient expansion of the cells, the culture medium
was replaced with medium containing 40% serum-free medium and sub-cultured upon confirming
no abnormality in cells. The procedure was repeated until the content of serum-free medium was
80% (2% FCS). At this point cells were trypsinated and inoculated (2.5.times. 10.sup.5 cells/ml) in
a spinner flask (Techne, UK) containing the same medium. Agitation was at 50 rpm and
incubation was at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. The cells were transfer to fresh medium
according to the evolution of the pH of the culture. After 90 days of the initiation of the adaptation
procedure, cells were seeded in a medium containing half a volume of MEM supplemented with

0.2% FCS and half a volume of ExCell™ 302 CHO serum-free (JRH Biosciences, USA) medium



supplemented with 2 mM glutamine. Duplication period in this medium was about 24 hs and
viability 98-100% a week afier transfer. Cells were grouped in clusters'of lcss than ten cells when
the cell concentration was superior to 1.5.times.]10.sup.6 cells/ml, At this point, the half volume of
MEM was replaced with the protein free SMIF-6 medium (GIBCO BRL, USA). After this, the
proportion of ExCell™ 302 CHO serum-free medium was diminished and 120 days after the
initiation of the adaptation procedure, Vero cells (Vero E6) were growing in suspension in 100%
protein free SMIF-6 medium. These cells were named “Vero E6 AGS™ for Vero E6 adapted to

grow in suspension as isolated cells without cells aggregates, without carriers.

For storage, Vero E6 AGS cells in exponential growth period were centrifuge at 1000 rpm and the
cell pellet suspended in a solution containing 45% SMIF-6 conditioned medium, 45% fresh SMIF-
6 medium and 10% dimethylsulfoxide (DMSO). This cell suspension was fractionated in
cryotubes containing Iml of the suspension each and freeze in steps: 1h at 4°C, 1h at -20°C in

nitrogen atmosphere and finally in liquid nitrogen at -196°C.

EXAMPLE 2

Susceptibility of Vero E6 AGS cells to viral infection

The susceptibility of Vero E6 AGS cells to viral infection was assayed using the vesicular
stomatitis virus (VSV, Indiana strain: ATCC VR-1238). Titration of the virus was performed
using Vero E6 cells (passage 31). For this, 4.0.times.10.sup.4 cells were seeded in each well of a
96 wells titration plate (GREINER, GERMANY). After 3 hs of incubation at 37°C in a 5% CO2
atmosphere, cells were infected with different amounts of a viral suspension. After 24 hs viral titer
was estimated as the maximal viral dilution with capacity to produce cytopathic in 100% of the

15
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For virus production, 3.2.times.10.sup.5 Vecro E6 AGS cells werc seeded in a spinner flask

containing SMIF-6 medium and infected with 0.01 cytopathic units/ml of the viral suspension.

Table 1 shows that afier 48 hours all the cells have been killed by the virus, Viral titer in the
supernatant was | cytopathic unit/ml. This result indicates that in average Vero E6 AGS cells are

ablc to amplify 100 times the seeded virus in the conditions here given as an example.

TABLE |
Time after infection % of viable cells Viral titer
(hs) (cytopathic units/ml)
0 97 0.0001
24 37 ND
48 0 0.01
EXAMPLE 3

The relationship between cell density and viral production was studied using the Vero E6 AGS
cell line and the VSV virus. For this, Vero E6 AGS were grown in suspension until density
0.75.tlimes. 10.sup.6 or 5.00.times.10.sup.6 cells/m! and infected with VSV virus at a multiplicity

of infection (M.O.L.) of 0.1.
Culture medium: SMIF 6

Additives: FCS 2%



13

Culture condition: 37°C, 5% CO2

Rotation of spinner: 50 rpm

Cellular density at the beginning of culture: about 1.times.10.sup.5 cells/ml

Virus: VSV

MOI: 0.1

Samples were taken 20 hs after infection and viral titer was measured in accordance with a plaque

counting method.

The sample dilution that produces cytopathic effect in 50% of the inoculated cultures, contains 1
Tissue Culture Infection Dose 50% (TCID so). The determination of this valuc was in accordance

with thc Reed-Muench procedure (Reed and Muench, 1938).

Table.2 shows that the viral titers rose in an approximately proportional form to the cell density.

TABLE.2
Cell Density Viral Titer Viral Titer/ Cell Density
(cells/ml) (TCID50/ml) (TCID50/cell)

0.75.times.10.5up.6 | 4.64.times.10.sup.8 | 618

2.44.times.10.5up.6 | 3.16.times.10.sup.9 | 1295

EXAMPLE 4
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Vero E6 AGS was used to propagate Herpes Simplex (HSV):

Culture conditions were as follows:

Cellular density at infection: 2.0.times. 10.sup.5

MOI: 0.002

Culture scale: 100 ml spinner flask

Culture medium: SMIF 6 and SMIF 6/ FCS 2%

Rotation of spinner: 50 rpm

Culture conditions: 37°C, 5%C02

Duration of culture: 2 days

Table.3. shows that the HSV virus, a DNA virus, was produced using Vero E6 AGS in suspension
in the absence of microcarriers and in a protein-free culture medium. It was observed a suspension
of isolated individual cells without cell aggregates. It is also observed that the viral titration is

slightly higher in the experiment conducted in the absence of FCS.

TABLE.3
Culture medium HSV titer (TCID50/ml)
SMIF 6 5.88.times. 10.sup.8

SMIF 6 + FCS (2%) 4.64 .times.10.sup.8
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EXAMPLE 5§

Vero E6 AGS was used to propagate Poliovirus (OPV type | Sabin strain).

Culture conditions were as follows:

Cellular density at infection: 3.0.times. 10.sup.5
MOI: |

Culture scale: 100 ml spinner flask

Culture medium: SMIF 6 and SMIF 6 / FCS 2%
Rotation of spinner: 50 rpm

Culture conditions: 34°C, 5%CO2

Duration of culture: 1 day

Table.4 shows that the Polio virus (OPV type 1 Sabin strain), a RNA virus, was produced using
Vero E6 AGS in suspension in the absence of microcarricrs and in a protein-free culture medium.
It was observed a suspension of isolated individual cells without cell aggregates. It is also
observed that the viral titration is slightly higher in the experiment conducted in the absence of

FCS.

TABLE4
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Culture medium

OPV titer (ICIDS0/ml)

SMIF 6

2.5.times. 10.sup.8

SMIF 6 + FCS (2%)

1.8.times.10.sup.8
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CLAIMS

What is claimed is:

A Vero cell line wherein the cell line is adapted to grow in suspension, in the absence
of supporting materials for its adherence and in a culture medium free of fetal calf

serum .

The cell line of Claim | wherein the cell line is adapted 1o grow in a protein-free

culture medium,

The cell line of Claim 1 wherein said suspensions comprises isolated cells in the

absence of cell aggregates.

The cell line of Claim 1 wherein said line is the line deposited with the German
Collection of Microorganisms and Cell Culiures (DSMZ, Braunschweig. Germany)
under the name sVero p66 and whose name assigned by the International Deposit

Authority is DSM ACC2791.

The cell line of Claim 1 wherein said line is useful for virus production for vaccine

formulation
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A procedure to obtain a Vero cell line adapted to grow in suspension, in the absence of

supporting materials for its adherence and in a culture medium free of fetal calf serum

and frce of protein, wherein the procedure comprises the stcps of:

adapting an anchorage-depending Vero cell line to a culture medium of low
concentration of fetal calf serum by gradually adjusting the medium from a
high concentration of fetal calf serum from about 7 to about 15 % to a
culture medium from about 0 to about 3 %, preferably 2%,

applying the Vero cell line obtained in step “a” to a culture in suspension
with the same culture medium of low concentration of fetal calf serum of
about 0 to about 3 %, preferably 2% for a period of time sufficient enough
for said cetll line to adapt to grow in suspension in the absence of supporting
materials for its adherence; and

adapting said cell line obtained in step “b” to grow in a medium free of fetal

calf scrum and free of proteins.

The procedure of Claim 6 wherein said sufficient time of step “b™ is at least 30 days.

The procedure of Claim 6 wherein said anchorage-depending Vero cell line is the Vero

E6 line (passage 26, Banco Argentino de Células).

The procedure of Claim 6 wherein said Vero cell line adapied to grow in suspension, in

the absence of supporting materials for its adhcrence and in a culturc medium free of

fetal calf serum and oblained in step "c” of said Claim is the line deposited with the

German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig,
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Germany) under the name of sVero p66 and whose number assigned by the

International Deposit Authority is DSM ACC2791.

A procedure to produce virusecs to formulate vaccines wherein the procedure comprises
the steps of:

a. growing the Vero cell line adapted to grow in suspension, in the absence of
supporting materials for its adherence, up to a cell concentration between
approximately 1x10° and approximately 30x10° cells per ml of culture
medium;

b. Infecting the cell line of step “a” with said virus with an infection
multiplicity (M.0O.1.) of between approximately 0.001 and 10; and

¢. Collecting the virus production produced during the infection.

The procedure of Claim 10 wherein said Vero cell line adapted to grow in suspension,
in the absence of supporting materials for its adhercnce is adapted to grow in a culture

medium free of fetal calf serum and free of proteins.

The procedure of Claim 10 wherein said Vero cell line adapted to grow in suspension,
in the absence of supporting materials for its adhercncc is the cell line deposited with
the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig,
Germany) under the name of sVero p66 and whose number assigned by the

International Deposit Authority is DSM ACC2791.

The procedure of Claim 10 wherein said virus is selected from the group consisting of

the human immunodeficiency virus, such as HIV-1 and HIV-2; polio virus; hepatitis A
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virus, human coxsackie virus; rhinovirus; echovirus; equine encephalitis virus; rubella

virus, dengue viruses, enccphalitis virus, yellow fever virus, coronavirus, vesicular

stomatitis virus, rabies virus, ebola virus, parainfluenza virus, mumps virus, measles

virus, respiratory syncytial virus, influenza virus, Hantaan virus, bunga virus,

hemorrhagic fever virus, reovirus, rotavirus, parvoviruses, papilloma virus, polyoma

virus, adenovirus, herpes simplex virus (HSV) 1 and 2, varicella zoster virus,

cytomegalovirus (CMYV), smallpox virus, vaccinia virus, pox viruses, African swine

fever virus and the unclassified agent of delta hepatitis, and the agents of non-A, non-B

hepatitis.

The procedure of Claim 10 wherein said virus is the polio virus.

The procedure of Claim 10 wherein said virus is the rabies virus.

The procedure of Claim 10 wherein said virus is the hepatitis A virus.

The procedure of Claim 10 wherein said virus is the yellow fever virus.

The procedure of Claim 10 wherein said virus is the influenza virus.

The procedure of Claim 10 wherein said step “c” comprises a centrifugation.

A virus obtained by the procedure of Claims 10.

A vaccine formulated with a virus of Claim 20.
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LINEA CELULAR VEROQ ADAPTADA PARA CRECER EN SUSPENSION

La presente invencion se relaciona con una linea celular Vero que puede crecer en un
cultivo libre de suero y proteinas, en suspension, en ausencia de materiales de soporte
para su adherencia, y con la produccién de vacunas virales usando dicha linea celular.
Mis especificamente, la presente invencion esta relacionada con el establecimiento de
una linea celular que puede crecer en un cultivo en suspension sin la necesidad de que
dichas células se adhicran a un material de soporte. Ademds, la presente invencidn
provee un proceso para obtener dicha lfnea celular Vero y un proceso para producir
vacunas virales con dicha linea celular. La presente invencién también se refiere a los

virus obtenidos por dicho proceso y las vacunas formuladas por dichos virus.

DESCRIPCION

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencitn se relaciona con una lfnea celular que puede crecer en un cultivo
libre de suero fetal bovino (SFB) y en suspension sin la necesidad de un soporte sélido
(carrier); y con un proceso de produccidén dc vacunas virales utilizando dicha linea
cclular. Particularmente, la presente invencion se relaciona con el establecimiento de

una linea celular que puede crecer en un cultivo libre de proteinas y en suspension sin la



necesidad de que las células se adhieran a un carrier, y un proceso para producir
vacunas virales utilizando dicha linea celular. La presente invencién ademds, se
relaciona con los virus obtenidos por dicho proceso y las vacunas formuladas por dichos

virus.

ARTE PREVIO

Para la produccién de vacunas virales, se utilizan huevos de gallinas, cerebros de
ratones, células primarias o lineas de células establecidas con el fin de propagar el virus
(Principles of Virology. Molecular Biology, pathogenesis and control, 2001). Estas
técnicas convencionales presentan diversos problemas:

1) El uso de huevos de gallina requiere el manejo de la cria de gallinas, de huevos
fertilizados que se deben ajustar al esquema de produccién de vacunss, y laboriosos
procedimientos que incluyen la purificacién exhaustiva para eliminar cc_)mpletamente
los componentes derivados de las proteinas del huevo (Tree et al., 2001).

2) Lincas celulares; en general requieren de la adicién de suero fetal bovino como
factor de crecimiento celular. Por lo tanto, existe un riesgo asociado de contaminacion
con agentes infecciosos y priones y ademds, el suero fetal bovino de calidad es muy
costoso, lo que suma un costo considerable a la vacuna.

3) Entre las lineas celulares establecidas, en las que se puede propagar diversos tipos de
virus, las células Vero (African Green Monkey Kidney Epithelial Cells) son
ampliamente utilizadas para la produccién de vacunas de alta calidad para animales y
humanos (Butler et al., 2000; Franzzati-Gallina et al., 2001; US Patent N° 4,664,912;
Montagnon, 1989; Montagnon et al., 1981). Ademds, las células Vero son la Gnica linea

celular recomendada para produccién de virus para la produccién de vacunas por

%)



genética reversa segin el documento: “WHO guidance on development of influenza
vaccine reference viruses by reversc genetics™. 2005.6, pégina 3. Sin embargo, las
células vero tienen tendencia a adherirse a superficies. Por esto, el uso de células Vero
para cultivos a gran escala es extremadamente costoso, ya que se hace necesario el uso
de reactores con grandes superficies o la introduccién de carriers en el cultivo.

El suero fetal bovino se usa con frecuencia para la propagacion de lineas de células de
mam{feros. Sin embargo, cuando se utilizan células de mamifcros para la produccion de
virus o protelnas recombinantes, existe una creciente presién para eliminar el suero del
proceso de elaboracién. Algunas de las razones que impulsan la implementacion de la
tecnologia de medios de cultivos libres de suero son: los costos del suero, la
variabilidad entre lotes de suero y la calidad de éste, cuestiones regulatorias respecto a
los agentes biolégicos presentes en el mismo y la responsabilidad de eliminar las
proteinas de suero en pasos posteriores durante la produccidn. También existe la
necesidad, por razones de reduccion de costos y por el escalado de los procesos, del uso
de lineas celulares adaptadas al crecimiento en suspensidn. Existe la urgencia de
desarrollar procesos més econdmicos para la produccién dc vacunas a bajo costo, de
manera de volverlas accesibles a toda la poblacién mundial.

Grean cantidad de desarrollos han sido realizados para obtener lineas celulares
VERO en suspension con el objeto de obtener virus para la fabricacion de vacunas (US
4,664,912; US 4,525,349: US 5,719,051; Higher production of rabies virus in serum-
free medium cell cultures on microcarriers. Frazzati-Gallina NM. J Biotechnol. 2001
Dec 14;92(1):67-72, entre otras publicaciones que quedan referenciadas en esta
solicitud de patente). Sin embargo estos documentos describen, en general, el uso de
carriers y microcarriers para la obtencion de suspensiones de células Vero en

adherencia.



No ha sido reportado en el estado del arte una linea celular VERO para la
obtencién de virus para vacunas, adaptada pama el crecimiento en suspension, en
ausencia de materiales de soportes para su adherencia (carriers o microcarriers),
adaptada a crecer en un medio de cultivo libre de suero fetal bovino, que ademés sea
capaz de crecer en medios de cultivo libres de proteinas. Por otra parte existen
referencias a lineas celulares VERO que pueden crecer en suspensiones formando
agregados de células (“The growth of Vero cells in suspension as cell-aggregates in
serum-free media”. Cytotechnology. 1992;10(2):169-74. Litwin J.), Litwin describe un
método para hacer crecer células Vero en suspensiéon como agregados de células en
medio de cultivo libre de suero. Sin embargo los agregados celulares son dificiles de
infectar con virus y por €sto no son adecuados para la produccién de vacunas (tal como
puede leerse en la solicitud de patentc US 2005153419-A). No se han reportado células
VERO que puedan crecer en suspension como células individuales sin formar
agregados en cultivos de alta densidad.

Con el fin de resolver los problemas que presenta el arte previo tal como se ha
descrito anteriormente, este invento ha establecido una nueva linea de células Vero
capaces de crecer en un cultivo sin suero fetal bovino, sin proteinas y en suspension de
células aisladas en ausencia de agregados de células. Esta linea celular puede utilizarse
en la produccion a gran escala de vacunas en reactores de fermentacion estindares en
ausencia de materiales de soporte para su adherencia (sin la necesidad de cualquier tipo
de soporte celular, tales como carriers o microcarriers, en el medio de cultivo). Las
ventajas de un cultivo en suspensién de células individuales respecto de un cuitivo de
agregados celulares son conocidas en el estado del arte, por ejemplo la mejora de la
eficiencia en [os sistemas de produccidn de virus que involucran bioreactores de alta

densidad. La presente invencién también comprende un proceso para fabricar vacunas



virales cultivando las células Vero en suspension sin SFB y luego infectando las células
con el virus a utilizarse en la produccién de vacunas. La vacuna, producida de este

maodo, resulta de bajo costo y de un alto perfil de seguridad.

RESUMEN DE LA INVENCION

La linea celular VERO, objeto de la presente invencidn, dtil para la produccion de virus
para la formulacién de vacunas est4 adaptada para crecer en suspensién, en ausencia de
materiales de soporte para su adherencia y en un medio de cultivo libre de suero fetal
bovino. Ademés esta linea celular estd adaptada para crecer en un medio de cultivo libre
de proteinas. Esta linea celular estd también adaptada para ¢l crecimiento es suspensién
como células aisladas, en ausencia de agregados de células. En particular dicha linea
celular csté depositada en German Collection of Microorganisms and Celt Cultures
(DSMZ, Braunschweig, Alemania) bajo el nombre sVERO p66 y cuyo niimero
asignado por la Autoridad de Depdsito internacional es DSM ACC2791.
El procedimiento para obtener dicha linea celular VERO, adaptada para crecer en
suspension, en ausencia de materiales de soporte para su adherencia y en un medio de
cultivo libre de suero fetal bovino y libre de proteinas, otro objeto de la presente
invencion, comprende los siguientes pasos:
a. adaptar una llnea celular VERO dc crecimiento en adherencia,
preferentemente la linea celular Vero EG (pasage 26, Banco Argentino de
Células), a un medio de cultivo con bajo contenido de suero fetal bovino
mediante un progresivo ajuste del medio desde un medio de cultivo con una

alta concentracién de suero fetal bovino de entre 7 y 15 % hasta llegar a un



medio de cultivo de baja concentracion de suero fetal bovino de entre 0 y 3
%, preferentemente 2%,
b. aplicar la linea celular VERO obtenida en el paso “a.” a un cultivo en
suspensién con el mismo medio de cultivo de baja concentracién de suero
fetal bovino de entre 0 y 3 %, preferentemente 2%, durante un tiempo
suficiente, al menos 30 dias, para que dicha linea celular se adapte a crecer
en suspensién en ausencia de soportes para su adherencia; y
c. adaptar la linea celular obtenida en “b.” para crecer en un medio libre de
suero fetal bovino y libre de proteina.
El procedimiento para producir virus para formular vacunas, otro objeto de la
presente invencidn, comprende los siguientes pasos:
a. hacer crecer una linea celular VERO adaptada para crecer en suspension,
en ausencia de materiales de soporte para su adherencia, y preferentemente
en ausencia de proteinas, hasta una concentraci6n de células de entre 1.10° y
30.10° células por ml de medio de cultivo,
b. infectar la linea celular del paso “a.” con dicho virus con una
multiplicided 6ptima de infeccién (M.O.1L.) de entre 0.001 y 10, y
¢. recoger la produccion de virus producida durante la infeccion,
preferentemente por centrifugacion.
En las formas preferidas de llevar a cabo la presente invencién dicho virus es
seleccionado del conjunto comprendido por virus de inmunodeficiencia humanos, como
HIV-1 y HIV-2; virus de la polio; virus de hepatitis A; virus coxackic humano;
rinovirus; echovirus; virus encefalitico equino; virus de rubiola; virus del dengue; virus
de la encefalitis; virus de la fiebre amarilla; coronavirus; virus de la estomatitis

vesicular; virus de la rabia; virus del ebola; virus parainfluenza; virus mumps; virus



measles; virus syncytial respiratorio; virus influenza; virus Hantaan; virus bunga; virus
de la ficbre hemorrdgica; reovirus; rotavirus; parvovirus; virus papilloma; virus
polyoma; adenovirus; virus herpes simplex (HSV) | y 2; virus de la varicela zoster;
cytomegalovirus (CMVY); virus de la viruela; virus vaccinia; virus pox; virus de la fiebre
porcina; y los agentes no clasificados de la hepatitis delta y los agentes de la hepatitis
no-A y no-B. Preferentemente es el virus de la polio, de la rabia, el virus fiebre amarilla,
virus dc la hepatitis A y el virus influenza.

El virus o los antigenos virales. objetos también de la presente invencidn, son obtenibles
mediante el procedimiento descrito previamente.

También son objetos de la presente invencién las vacunas formuladas con los virus

obtenibles mediante el procedimiento descrito.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1: mucstra el crecimiento de Vero E6 AGS segiin el presente invento,

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION.

La linea celular VERO de la presente invencidn, itil para la produccién de virus para la
formulecién de vacunas esid adaplada para crecer en suspensién, en ausencia de
materiales dc soporte para su adherencia (carriers o microcarriers) y en un medio de
cultivo libre de suero fetal bovino. Ademds esta linea celular estd adaptada para crecer
en un medio de cultivo libre de proteinas. Esta linea celular, ademds, esté adaptada para
crecer en una suspension de células aisladas en ausencia de agregados de células. En

particular dicha linea celular estd depositada en German Collection of Microorganisms



and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Alemania) bajo el nombre sVERO p66 y

cuyo niimero asignado por la Autoridad de Depésito internacional es DSM ACC2791.

El procedimiento para obtencr dicha linea celular Vero adaptada para crecer en

suspension, en ausencia de materiales de soporte para su adherencia y en un cultivo

libre de suero fetal bovino comprende los siguientes pasos:

a.

adaptar una linea celular VERO de crecimiento en adherencia,
preferentemente la linea celular Vero E6 (pasage 26, Banco Argentino de
Células), a un medio de cultivo con bajo contenido de suero fetal bovino
mediante un progresivo ajuste del medio desde un medio de cultivo con una
alta concentracién de suero fetal bovino de entre 7 y 15 % hasta llegar a un
medio de cultivo de baja concentracidn de suero fetal bovino de entre 0 y 3 %,
preferentemente 2%,

aplicar la linea celular VERO obtenide en el paso “a.” a un cultivo en
suspensidn con el mismo medio de cultivo de baja concentracién de suero fetal
bovino de entre 0 y 3 %, preferentemente 2%, durante un tiempo suficiente, al
menos 30 dfas, para que dicha linea celular se adapte a crecer en suspensién en
ausencia de soportes para su adherencia. Esto se logra mediante un pasaje
abrupto de las células de un frasco tipo “T-flasks™ a un frasco tipo “spimmer”,
sin ningun carrier, y gradualmente se reemplaza el medio suplementado con
suero por un medio libre de suero conteniendo protelnas y factores de
crecimiento. Durante la fase inicial de adaptacién al crecimiento en suspension
las células tienden a formar agregados de 2 a 30 células, especialmente a
densidades celulares mayor de 1.10° células/ml.; y

adaptar dicha linea celular, obtenida en el paso™b.” para el crecimiento

en un medio libre de suero fetal bovino y libre de proteinas. Luego de varios



pasajes, y reemplazo del medio del paso "b.” por un medio libre de proteinas,
no se observa la formacién de grumos de células, y la célula Vero E6 estd
adaptada al crecimiento en un cultivo en suspensién en un medio libre de

proteinas, a este clon celular se lo denominé “VERO E6 AGS”.

Las células Vero E6 AGS presentan un tiempo de duplicacién de 24 horas en un cultivo
continuo a lo largo de un periodo de al menos un mes y mantienen la susceptibilidad a
ser infectadas por diversos virus. Adicionalmente, no se observan diferencias en la
respucsta celular (medidas por la viabilidad y el tiempo de duplicacién) al crecimiento
en medios con bajas concentraciones de proteinas y factores de crecimiento y al
crecimiento en medios libre de proteinas.

La linea celular Vero E6 AGS ha sido depositada en German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Alemania) bajo €l nombre
sVERO p66 y cuyo nGmero asignado por la Autoridad de Depdsito internacional es
DSM ACC2791.

Cultivo en Suspensién ¢ Infecclén

Las células se mantienen en suspension en cultivos de entre 30 y 1000 ml en frasco tipo
spinner de 50 a 1500 ml (Techne, UK) agilados a una velocidad de entre 50 y 80 rpm
en un incubador con 5% CO; y a una temperatura de entre 33 y 37 °C.

Durante el mantenimiento de la célula, los cultivos son mantenidos en fase exponencial
diluyendo las células aproximadamente cada dos dias con el fin de mantener las

densidades de las células entre 1.10° células/ml y 12.10° células/ml. Para experimentos
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de infeccion, las células en crecimiento exponencial son centrifugadas y resuspendidas
en medios de cultivo frescos a una densidad celular de 1.10° células/ml.

La infeccién se inicia agregando un concentrado del virus al cultivo a multiplicidad
optima de infeccion (MOI) de 0.001 a 10. Una alicuota de 500-1500 mu.l de la
suspension de células es transferida a tubos estériles a distintos tiempos post infeccion.
Las distintas alicuotas son guardadas a -80 °C. para posterior andlisis. Las particulas
virales son recuperadas del total de las muestras congeladas mediante tres ciclos de
congelado-descongelado.

De acuerdo con la presente invencion, las células crecen individualmente en suspensi6n
y son infectadas de manera adecuada por diferentes virus produciendo rendimientos
adecuados de particulas virales antigénicas aceptables para la produccion de vacunas.
Los virus que pueden ser producidos por aplicacion de la presente invencién son
seleccionados del grupo comprendido por virus de inmunodeficiencia humanos, como
HIV-1 y HIV-2; virus de la polio; virus de hepatitis A; virus coxackie humano;
rinovirus; echovirus; virus encefalitico equino; virus de rubiola; virus del dengue; virus
dc la enccfalitis; virus de la fiebre amarilla; coronavirus; virus de la estomatitis
vesicular; virus de la rabia; virus del ebola; virus parainfluenza; virus mumps; virus
measles; virus syncytial respiratorio; virus influenza; virus Hantaan; virus bunga; virus
de la fiebre hemorrégica; reovirus; rotavirus; parvovirus; virus papilloma; virus
polyoma; adenovirus; virus herpes simplex (HSV) 1 y 2; virus de la varicela zoster;
cytomegalovirus (CMYV); virus de la viruela; virus vaccinia; virus pox; virus de la fiebre
porcina; y los agentes no clasificados de la hepatitis delta y los agentes de la hepatitis
no-A y no-B. Preferentemente es cl virus de la polio, de la rabia, ¢l virus fiebre amarilla,

virus de la hepatitis A y el virus influenza.
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Los virus obtenibles mediante la aplicacién de la presente invencion son dGtiles para la
formulacién de vacunas, mediante los métodos conocidos en el estado del arte. Dichos
virus o antigenos virales derivados se concentran y purifican por métodos conocidos
tales como centrifugacion y cromatografia. Las vacunas, obtenibles mediante la presente
invencién, comprenden dicho virus o antigenos virales, al menos un diluyente, y la
presencia opcional de adyuvantes, excipientes y agentes quimioterapéuticos usuales en
el estado del arte. En los casos en que sea necesario se¢ somete a dichos virus a un
proceso de atenuacion o inactivacion.

A continuacién se describe la presente invencién a través de ejemplos de aplicacion que
muesiran formas preferidas de llevarla a la prictica, sin que ello implique limitar el

alcance de la misma.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

La linea celular Vero de la presente invencion fue preparada utilizando el siguiente

procedimiento:

Las células Vero de la linea celular Vero E6 (pasaje 26, Banco Argentino de Células)
fueron utilizadas como material inicial. Las células fueron cultivadas en un frasco para
cultivo en monocapa de 25 cm?, que contenfa MEM (GIBCO BRL, USA) medio
suplementado con 10% SFB. La incubacidén se realiz6 a 37°C en una atmdsfera con 5%
COs. Luego de una suficiente expansion de las células, éstas fueron sembradas en el
medio antes mencionado contenido 20% medio libre de suero y subcultivado hasta
confirmar ausencia de células anormales. Luego del subcultivo y expansién suficiente de

las células, el medio de cultivo fue reemplazado con un medio que contenia 40% de
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medio libre de suero y subcultivado hasta confirmacién de ausencia de anormalidad en
las células. El procedimiento fue repetido hasta que el contenido de medio libre de
suero fue del 80% (2% SFB). En este punto, las células fueron sometidas a
tripsinizacién e inoculadas (2,5.10° cells/ml) en un frasco tipo spinner (Techne, UK)
conteniendo el mismo medio. La agitacién fue a 50 rpm y la incubacion fue a 37°C en
una atmésfera al 5% CO2. Las células fueron transferidas a medio fresco segiln la
evolucion del pH del cultivo. Después de 90 dlas luego de la iniciacién del proceso de
adaptacion, las células fueron sembradas en un medio que contenia la mitad del volumen

de MEM suplementado con 0.2% SFB y la mitad de! volumen del medio con ExCell™

302 CHO libre de suero (JRH Biosciences, USA) suplementado con 2 mM de glutamina.

El perfodo de duplicacion en ese medio fue de alrededor de 24 hs con una viabilidad 98-
100 %, una semana después de la transferencia. Las células estaban agregadas en
clusters de menos de diez células cuando la concentracién de la célula era superior a
1,5.10° cel/ml. En este punto, la mitad del volumen de MEM fue reemplazado con el
medio libre de proteina SMIF-6 (GIBCO BRL, USA). Luego de esto, la proporci6n del
medio ExCell™ 302 CHO libre de suero fue disminuida y 120 dfas después de la
iniciacion del proceso de adaptacion, las células Vero se desarrollaron en suspensién en
un medio 100% libre de proteina SMIF-6. Las células que originalmente eran las Vero
E6 y que fueron adaptadas para crecer en suspensidn como células aisladas sin
agregados de células, y en ausencia de materiales de soporte fueron denominadas “Vero

E6 AGS™.

Para el almacenamiento, las células Vero E6 AGS en crecimiento en fase exponencial
fueron centrifugadas a 1000 rpm y el pellet de células resuspendido en una solucién que
contenfla 45% de medio condicionado SMIF-6, 45% de medio fresco SMIF-6 y 10%

dimetilsulfoxido (DMSO). Esta suspensiéon de células fue fraccionada en criotubos

b
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conteniendo Iml de la suspensién cada uno y congelada en etapas de: 1ha 4 °C, 1ha -20

°C en atmdsfera de nitrégeno y luego en nitrégeno liquido a -196 °C.
EJEMPLO 2
Susceptibilidad de las células Vero E6 AGS a l1a infeccién viral

La susceptibilidad de las células Vero E6 AGS a la infeccidn viral fue ensayada
utilizando el virus de la estomatitis vesicular (VSV, cepa Indiana: ATCC VR-1238). La
titulacién de los virus fue realizada utilizando células Vero E6 (pasaje 31). Para esto,
4,10* células fueron sembradas en cada posillo de una placa de titulacién de 96 pocillos
(GREINER, Alemanian). Luego de 3 horas de incubacién a 37 °C en una atmésfera con
5% de COa., las células fueron infectadas con diferentes cantidades de suspensién viral.
Luego de 24 hs se estimé el titulo viral como la dilucién méxima con capacidad de

producir efecto citopdtico en el 100% de las células.

Para la produccion de virus, se scmbraron 3,2.10° células Vero E6 AGS en un frasco
tipo spinner conteniendo medio SMIF-6 y se lo infect6 con 0.01 unidades citopéticas/ml
de la suspensi6n viral. De la Tabla |1 se observa que luego de 48 todas las células hablan
sido destruidas por el virus. El titulo viral en el sobrenadante fue de | unidad
citopdtica/ml. Este resultado indica que en promedio las células de la linea celular Vero
6 AGS son capaces de amplificar 100 veces la cantidad de virus sembrado bajo las

condiciones dadas aqul como ejemplo.

TABLE 1

Tiempo luego de la Infeccién Titulo viral
% de células viables
(hs) (unidades citopaticas/ml)

JU
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0 97 0.0001
24 37 ND
48 0 0.01

EJEMPLO 3
La relacién entre la densidad celular y la produccién viral fue estudiada utilizando la
linea celular Vero E6 AGS y el virus VSV. Para eslo, las células Vero E6 AGS fueron
crecidas en suspension hasta densidad de 0,75.10% 6 5.10° celulas/ml e infectadas con el
virus VSV a una multiplicidad éptima de infeccién (M.0.1.) de 0.1.

Medio de cultivo: SMIF 6

Aditivos: FCS 2%

Condiciones de cultivo: 37°C, 5% CQ2

Rotacién de spinner: 50 rpm

Densidad celular al comienzo del cultivo: aaproximadamente 1.10° células/ml
Virus: VSV

MOI: 0.1

Las muestras fueron tomadas luego de 20 horas de la infeccion y el titulo fue medido de

acuerdo con el método de recuento de placas.

La dilucidn de la muestra que produce efecto citopdtico al 50% de los cultivos

inoculados, contiene 1 Dosis de Infeccién de Cultivo Tisular de 50% (TCID ). La
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determinacidn de este valor se realizd segiin el procedimiento Reed-Muench (Reed and

Muench, 1938).

La Tabla.2 muestra que los titulos virales aumentaron aproximadamente en forma

proporcional a la densidad celular.

TABLA.2
Densidad celular Titulo Viral Titulo viral / densidad celular
(TCID50/cell)
(cels/ml) {TCID50/ml)
0,75.10° 4,64.10° 618
2,44.10°F 3,16.10° 1295
EJEMPLO 4

La linea celular Vero E6 AGS fue utilizada para propager el virus Herpes Simplex
(HSV):

Las condiciones de cultivo fueron las siguientes:

Densidad celular en infeccion: 2.0.10°

MOI: 0.002

Escala de cultivo: Frasco spinner de 100 ml
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Medio de cultivo: SMIF 6 y SMIF 6 / FCS 2%

Rotacién del Frasco spinner: 50 rpm

Condiciones del cultivo: 37°C, 5%C0?2

Duracién del cultivo: 2 dias

La Tabla.3. muestra que el virus HSV, un virus ADN, fue producido utilizando Vero E6
AGS en suspension en ausencia de microcarriers y en un medio de cultivo libre de
proteina. Se observé una suspension de células individuales aisladas sin agregados
celulares. También se observé que el tltulo viral es levemente superior en el

experimento conducido en ausencia de SFB.

TABLA.3
Medio de cultivo Titulo de HSV
(TCID50/ml)
SMIF 6 5,88.10°
SMIF’ 6 + FCS (2%) 4,64.10°
EJEMPLO S

La linea celular VERO E6 AGS fue utilizada para propagar el virus de la Polio (OPV

tipo [ cepa Sabin).
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Las condiciones del cultivo fueron las siguientes:

Densidad cclular al momento de infeccion: 3,0.10°

MOI: |

Escala de cultivo: Frasco spinner de 100 ml

Medio de cultivo: SMIF 6 y SMIF 6/ FCS 2%

Rotacién del frasco spinner. 50 rpm

Condiciones del cultivo: 34°C, 5%CO02

Duracién del cultivo: 1 dia

TABLA 4
Medio de cultivo Titulo OPV
(TCID50/mI)
SMIF 6 2,5.10°
SMIF 6 + FCS (2%) 1,8.10°
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REIVINDICACIONES

Habiendo asl especialmente descrito y determinado la naturaleza de la presente

invencién y la forma como la misma es llevada a la prictica, se declara reivindicar

como de propiedad y derecho exclusivo:

Una linea celular VERO caracterizada por estar adaptada para crecer cn
suspensién, en ausencia dc maicriales de sopc-me para su adherencia y en un
medio de cultivo libre de suero fetal bovino.

La linea celular de la reivindicacién | caraclerizada porque estd adaptada
para crecer en un medio de cultivo libre de proteinas.

La linea celular de la reivindicacién 1 caracterizada porque dicha
suspensién comprende células aisladas en ausencia de agregados de células.

La linca celular de la reivindicacién 1 caracterizada porque es la linea
depositada en German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(DSMZ, Braunschweig, Alemania) bajo el nombre sVERO p66 y cuyo
nimero asignado por la Autorided de Depésito internacional es DSM
ACC2791.

La linea celular de la reivindicacion | caracterizada porque es iitil para la
produccién de virus para la formulacién de vacunas.

Un procedimiento para obtener una linca celular VERO adaptada para
crecer en suspension, cn ausencia de materiales de soporte para su adherencia
y en un medio de cultivo libre de suero fetal bovino caracterizado porque
comprende los siguientes pasos:

a. adaptar una linea celular VERO de crecimiento en adherencia a un medio

de cultivo con bajo contenido de suero fetal bovino mediante un
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progresivo ajuste del medio desde un medio de cultivo con una alta
concentracién de suero fetal bovino de entre 7 y 15 % hasta llegar a un
medio de cultivo de baja concentracién de suero fetal bovino de entre 0 y
3 %, preferentemente 2%,

b. aplicar la linea celular VERO obtenida en el paso “a.” a un cultivo en
suspensién con el mismo medio de cultivo de baja concentracién de
suero fetal bovino de entre 0 y 3 %, prefereniemente 2% durante un
tiempo suficiente para que dicha linea celular se adapte a crecer en
suspension en ausencia de materiales de soporte para su adherencia; y

c. adaptar la linea celular obtenida en “b.” para crecer en un medio libre de

suero fetal bovino y libre de proteina.

El procedimiento de la reivindicacién 6 caracterizado porque dicho
tiempo suficiente del paso “b.” es de al menos 30 dies.

El procedimiento de la reivindicacién 6 caracterizado porque dicha linea
celular VERO de crecimiento en adherencia es Vero E6 (pasage 26, Banco
Argentino de Células).

El procedimiento de la reivindicacion 6 caracterizado porque dicha linea
celular VERO adaptada para crecer en suspension, en ausencia de materiales
de soporte para su adherencia y en un medio de cultivo libre de suero fetal
bovino y obtenida en dicho paso c. es la depositada en German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Alemania) bajo el
nombre sVERO p66 y cuyo nimero asignado por la Autoridad de Depbdsito

internacional es DSM ACC2791.

214
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Un procedimiento para producir virus para formular vacunas
caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a. hacer crecer una linea celular VERO adaptada para crecer en suspension,
en ausencia de materiales dc soporte para su adherencia, hasta una
concentracién de células de entre 1.10° y 30.10° células por ml de medio
de cultivo;

b. infectar la linea celular del paso “a.” con dicho virus con una
multiplicidad 6ptima de infeccién (m.o.i.) de entre 0.001 y 10; y

c. recoger la produccitn de virus producida durante la infecci6n.

El procedimiento de la reivindicacion 10 caracterizado porque dicha
linea celular VERO adaptada para crecer en suspension, en ausencia de
materiales de soporte para su adherencia estd adaptada para crecer en medio
de cultivo libre de suero fetal bovino y libre de protelnas.

El procedimiento de la reivindicacién 10 caracterizado porque dicha
linea celular VERO adaptada para crecer en suspensién, en ausencia de
materiales de soporte para su adherencia es la linea celular depositada en
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ,
Braunschweig, Alemania) bajo el nombre SVERO p66 y cuyo nimero
asignado por la Autoridad de Dcpésito internacional es DSM ACC2791.

El procedimiento de la reivindicacién 10 caracterizado porque dicho
virus es seleccionado del conjunto comprendido por los virus de
inmunodeficiencia humanos, como HIV-1 y HIV-2; virus de la polio; virus de
hepatitis A; virus coxackie humano; rinovirus; echovirus; virus encefalitico

equino; virus de rubiola; virus del dengue; virus de la encefalitis; virus de la

)
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fiebre amarilla; coronavirus; virus de la estomatitis vesicular; virus de la rabia;
virus del ebola; virus parainfluenza; virus mumps; virus measles; virus
syncytial respiratorio; virus influcnza; virus Hantaan; virus bunga; virus de la
fiebre hemorrdgica; reovirus; rotavirus; parvovirus; virus papilloma; virus
polyoma; adenovirus; virus herpcs simplex (HSV); 1 y 2; virus de la varisela
zoster; cytomegalovirus (CMV); virus de la viruela; virus vaccinia; virus pox;
virus de la fiebre porcina; y los agentes no clasificados dec la hepatitis delta y
los agentes de la hepatitis no-A y no-B.

El procedimiento de la reivindicacién 10 caracterizado porque dicho
virus es el virus de la polio.

El procedimiento de la reivindicacién 10 caracterizado porque dicho
virus es el virus de la rabia.

El procedimiento de la reivindicaciéon 10 caracterizado porque dicho
virus es el virus de la Hepatitis A.

El procedimiento de la reivindicacién 10 caracterizado porque dicho
virus es ¢l de la fiebre amarilla.

El procedimiento de la reivindicacién 10 caracterizado porque dicho
virus es el virus influenza.

El procedimicnto de la reivindicacion 10 caracterizado porque dicho
paso “c.” consiste cn una centrifugacién.

Un virus caracterizado por ser obienible mediante el procedimiento
descrito por cualquiera de las reivindicaciones entre la 10 y la 19.

Una vacuna caracterizada por ser formulada con un virus como ¢l de la

reivindicacién 20.
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Resumen - Relvindicacién{es):

Una linea celular VERO caracterizada por estar adaptada para crecer en suspension, en ausencia
de materiales de soporte para su adherencia y en un medio de cultivo libre de suero fetal bovino y
proteinas, y con la produccién de vacunas virales usando dicha linea celular. Esta relacionada con
el establecimiento de una linea celular que puede crecer en un cultivo en suspension sin la
necesidad de que dichas células se adhieran a un material de soporte. Ademés la presente
invencién provee un proceso para obtener dicha linea celular Vero y un proceso para producir
vacunas virales con dicha linea celular. También se refiare a los virus obtenidos por dicho proceso y
las vacunas formuladas por dichos virus.



