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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidédn como antecede, se
reclama como propiedad lo contenido en las siguientes

reivindicaciones:

1. Una composicién farmacéutica caracterizada perque

comprende

H

i) particulas de—Cchikupguye—inmurogénieeo—CHIKV-« Con form
numeracic

A5nsP3, que comprenden la secuencia de nucledtidos

de la SEQ ID NO: 1, yeuwe expresan una proteina

estructural E2 que comprende la secuencia de

aminodcidos de la SEQ ID NO: 2; sen donde

i3i)r 1 - 50% de las particulas de—CHIKV-A5nsP3 de la

composicidén egwe—expresan una proteina estructural E2

que ecemprendentiene umala mutacidén E168K y/o G55R

que reducetera s la inmunogenicidad en

comparaciobneemparada con la secuencia de aminoacidos

de la SEQ ID NO: 25 B L
1o Ao Nea A Ara g SN~ ~eaa oanda £~ T ISR IR NN I N
Sy @ ) J_CL_j_L\Jlle) L_jCllULLL_L\/(/LQ \iLA NS N\ R S S S Y @ R B OO [ €% 1§ § I S i R & B P B W N )
55—e—165.

2. La composicién farmacéutica de conformidad con 1la

reivindicacién 1, gque comprende ademds un excipiente

farmacéuticamente aceptable.
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poreguela cual se obtiene o es obtenible por produccidn de

particulas—age CHIKV-A5nsP3 en células Vero.

177, La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 636, caracterizada
perggeen  donde tal composicidén induce anticuerpos
neutralizantes contra CHIKV-A5nsP3 en un ratdén inmunizado
con tal composicidén farmacéutica que resulta en un suero
que comprende tales anticuerpos neutralizantes y en donde
tal suero neutraliza la infeccidén de CHIKV de células,

-

PoE—3

8

apte+ células Vero, en un ensayo de neutralizacidn

H

in vitro, 50% a 100%, a una dilucidén de suero 1:80.

18-8. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 746, caracterizada
poregueen donde  tal composicién induce anticuerpos
neutralizantes contra CHIKV-A5nsP3 en un ratdén inmunizado
con tal composicidén farmacéutica que resulta en un suero
que comprende tales anticuerpos neutralizantes y en donde

tal suero neutraliza la infeccidén de CHIKV de células,

| por—eJempteo,—células Vero, en un ensayo de neutralizacidn

in vitro, ©60% a 100%, a una dilucidén de suero 1:80.

19-9. La composicién farmacéutica de conformidad con

| cualquiera de las reivindicaciones 1 a 746, caracterizada
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perggeen  donde tal composicidén induce anticuerpos
neutralizantes contra CHIKV-A5nsP3 en un ratdén inmunizado
con tal composicidén farmacéutica que resulta en un suero
que comprende tales anticuerpos neutralizantes y en donde

tal suero neutraliza la infeccidén de CHIKV de células,

por—eFempto,—células Vero, en un ensayo de neutralizacidn

in vitro, 70% a 100%, a una dilucidén de suero 1:80.

20-10. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 746, caracterizada
poregueen donde tal composicidédn induce anticuerpos
neutralizantes contra CHIKV-A5nsP3 en un ratdén inmunizado
con tal composicidén farmacéutica que resulta en un suero
que comprende tales anticuerpos neutralizantes y en donde

tal suero neutraliza la infeccidén de CHIKV de células,

por—ejempter—células Vero, en un ensayo de neutralizacidn

in vitro, 80% a 100% a una dilucidén de suero 1:80.

21-11. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 746, caracterizada
perggeen donde tal composicidén induce anticuerpos
neutralizantes contra CHIKV-A5nsP3 en un ratdédn inmunizado
con tal composicién farmacéutica que resulta en un suero
que comprende tales anticuerpos neutralizantes y en donde

tal suero neutraliza la infeccidén de CHIKV de células,
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por—eJempto,—células Vero, en un ensayo de neutralizacidn

in vitro, 90% a 100%, a una dilucidén de suero 1:80

22-12. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 746, caracterizada
perggeen  donde tal composicidén induce anticuerpos
neutralizantes contra CHIKV-A5nsP3 en un ratdén inmunizado
con tal composicidén farmacéutica que resulta en un suero
que comprende tales anticuerpos neutralizantes y en donde

tal suero neutraliza la infeccidén de CHIKV de células,

por—ejempte,—células Vero, en un ensayo de neutralizaciédn

in vitro, 95% a 100% a una dilucidén de suero 1:80

23-13. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 1222, caracterizada
pergueen donde tal CHIKV-A5nsP3 en (i) comprende la

secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1.

24 T A e ~eca ~a A Lo~ Ak 0 Ao A confarvma A A A~y ] e o ra
=T . O k/\JlI.lJ_s/\JQ_Lk,_L\Jll [ Sy @) N iy § § { &> B W) T CTTE A8 CUTT O 1IaTTr CIOTT k,ul.(/L_L\iL/l_L Eep e
A NP I I [ PP i BEP NS N | PPN SR S SPN PN NP PPN
. A Lo T O TV IIITO T T T ITTUITCT O . (=1 7 a1 L= i B AR AW L& § t/ULkiuC \Z e
maitt o~ A BN EEWE —INE 1 A 1Tt A A g N A A A + 1 15
5 0O B UGSy @ B W i W A - \waws CcCOoOLTT W =T _Llllllullu\j [ R Bp N I W S & W 5 AW A CTr T 1IT T
nratral o ot~ D PN BN N NN N ST NE S S S | L1 L£QOW <
tlJ_uL,C_Lil(). Co C T OC TCTOraoT T [ oo T T oo ITTUITT (=8 LJ(/L_L S . iy A\ 8 T UUl _Y
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25-14. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 1324, earacecterizada

porat waaen donde dicha mutacidén reductora de 1la

inmunogenicidad—de—=a+ en la proteina estructural E2 es

E168K.

26-15. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 1425; caracterizada
porque tal composicién farmacéutica comprende una
cantidad efectiva de particulas de CHIKV-A5nsP3 las cuales
expresan una proteina estructural E2 que comprende la

secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 2, en donde

dichatat cantidad efectiva se define entre vn—teotatdecome

ma g m

4 ] 102 ma g 103 m3 g 104 ma g a 105 1
31 s s s . s Ay S 1 s e 4 A A 7 I CIitto— T o 31 s e R A A T HRTEREme

1o4—preferiblemente—minimeo—16° en total particulas de
CHIKV-A5nsP3 las cuales expresan una proteina estructural
E2 que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID

NO: 2.

27-16. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 1526, caracterizada
pergueen donde tal composicidn farmacéutica es de una sola

dosis.
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31-18. El proceso de conformidad con euvelguicera—d las
reivindicacibdneres 28+—=29 30177, earceterizade—peorgueen

donde la frecuencia de tales mutaciones que reducen la
inmunogenicidad en una proteina estructural E2 de CHIKV-
A5nsP3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 2 se reduce comparada con la frecuencia de
mutaciones que reducen la inmunogenicidad en una proteina
estructural E2 de CHIKV-A5nsP3 obtenida pasando CHIKV-

A5nsP3 con una secuencia de nucledtidos que comprende la

SEQ ID NO: 1 en células hespederas—Vero en cultivo cinco

O mas veces.

32-19. El proceso de conformidad con la reivindicacidn 1834,

caracterizade—pergueen donde la frecuencia de tales
mutaciones que reducen la inmunogenicidad se reduce por
10% a 100%, 20% a 100%, 30% a 100% o 50% a 100% comparado

con el pasaje de cinco o mas veces.
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34-20. E1l proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28—29 SO—m—337 0 a4 19, earaoserioae
Berereen donde tal mutacidn reductora de la

inmunogenicidad localizada en la proteina estructural E2

es E168K.

35-21. El proceso de conformidad con la reivindicacidén 2034,

£ de—pereueen donde la frecuencia de tal mutacidn

i
[ S Ny ATy & §

E168K de la proteina estructural E2 es de 0 a 90%, de 0 a
80%, de 0 a 70%, de 0 a 60%, de 0 a 50%, de 0 a 40%, de O
a 30%, de 0 a 20%, 0 de 10%, en la combinacidén total de
CHIKV-A5nsP3 recolectado.

36-22. El proceso de conformidad con la reivindicacidén 2034,

caraeterizade—poergueen donde la frecuencia de tal mutacién
E168K de la proteina estructural E2 es de 0 a 50%, en la

combinacidédn total de CHIKV-A5nsP3 recolectado.
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38— F+—proces & confornided—eon—ecveteaiera—rd +as
reivipdieageiones 23— b —earaeTerisodo—pore —CH
ArsPid—con—re—Secrerceia—de rre—edticos oo —cermprerde—a
SEo—TFP-MNo+——se—pasa—ertas—ecélvtasFospeceras—en—enttive
TR—endme—de—euatro—veeess

39-23. E1l proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 2817 a 3622, caracterizado—porgueen
donde el CHIKV-A5nsP3 con una secuencia de nucledtidos
que comprende la SEQ ID NO: 1 se pasa en las células
hespederas—Vero en cultivo un maximo de tres veces.

40-24. E1l proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28—17 a 3622, ecaoracterizado—porgueen
donde el CHIKV-A5nsP3 con una secuencia de nucledtidos
que comprende la SEQ ID NO: 1 se pasa en las células
hespederas—Vero en cultivo un maximo de dos veces.

. Con form

4125, El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 3622, ecoracterizado—porgueen
donde el CHIKV-A5nsP3 con una secuencia de nucledtidos
que comprende la SEQ ID NO: 1 se pasa en las células

h

fak Y
R A A

deras—Vero en cultivo un maximo de una vez.
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42-26. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4*25, earacterizade—peorgueen

donde las células hespederas—Vero se hacen crecer a una

temperatura de 28°C a 37°C.

43:-27. El proceso de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4*25, earacterizade—peorgueen

[0F

donde las células hese ras—Vero se hacen crecer a una

temperatura de 35°C.

44-28. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4327, <earacterizade—porgueen

donde las células hespederas—Vero son infectadas entre el

dia 2 y el dia 5 después del sembrado.

45-29. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4327, earacterizade—peorgueen
donde las células hespederas—Vero son infectadas al dia 4

después del sembrado.
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47-30. El proceso de conformidad con cualquiera de las
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reivindicaciones 28—17 a 4629, ecaracterizacdo—porgueen
donde las particulas €e—CHIKV-A5nsP3 son recolectadas en
el dia uno y/o dia dos después de la infeccién eedulearde

células Vero.

48 -31. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4+30, earacterizade—porgueen

donde la multiplicidad de infeccidén (MOI) usada para

producir tales particulas €e—CHIKV-A5nsP3 es maximo 0.1.

49-32. El proceso de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4430, earacterizade—poreueen

donde la multiplicidad de infeccién (MOI) usada para
producir tales particulas €e—CHIKV-A5nsP3 es de entre 0.1

vy 0.001.

50-33. El proceso de conformidad con cualquiera de las

ar

i oA Soraueen

reivindicaciones 28—17 a 4430, earae

donde la multiplicidad de infeccién (MOI) wusada para
producir tales particulas €e—CHIKV-A5nsP3 es de entre 0.09

y 0.0011.

51-34. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4#30, earacterizade—peorgueen

donde la multiplicidad de infeccién (MOI) wusada para
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producir tales particulas €e—-CHIKV-A5SnsP3 es de entre 0.05

y 0.005.

52-35. El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 28—17 a 4430, earacterizade—porgueen

donde la multiplicidad de infeccién (MOI) usada para

producir tales particulas &e—CHIKV-A5nsP3 es de 0.01.

53-36. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27—16e—4+——a52

4

+
T

ada—pereueen donde tal composicidn farmacéutica

i
[ S A

o~
CcortaoT

€S una vacuna.

54-37. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de las reivindicacionesén 1 a 1653,

P e
o™

eterizada—pergueen donde tal composicidédn farmacéutica

se proporciona en una forma liofilizada.





