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1. Domeniul tehnic la care se referd inventia:

Procedeul prezentat este unul dintre procedeele folosite in faza de dezvoltare a
produselor farmaceutice ce constd in verificarea parametrilor fragmentarii virusului gripal
inactivat ce are avantajul ci este mult mai robustd decat alte metode alternative.

2. Prezentarea stadiului tehnicii:

Vaccinurile gripale sunt vaccinuri a ciror compozifie se schimba anual, astfel fiind
riguros standardizate. Bazele standardizirii sunt date de recomandarile Organizatiei Mondiale
a Sanitatii pentru fiecare tip de vaccin. Data fiind necesitatea de a fabrica noi sarje vaccin ca
raspuns la tulpinile probabile identificate, trebuie sa fie aplicat un set unic de cerinfe de
reglementare la dezvoltarea, testarea si eliberarea in serie a vaccinurilor gripale atit cu caracter
sezonier, cat §i pentru raspuns pandemic.

Ca urmare, producétorii de vaccin folosesc recomandarile OMS pentru productia si
controlul calitétii vaccinurilor gripale si care au fost elaborate pentru prima data in 1967 si
revizuite ulterior in 1978, 1990, 2003 si 2005. Cea mai recentd revizuire ia in considerare
utilizarea celulelor de mamifere pentru productie, utilizarea adjuvantilor, dezvoltarea genetica
inversd pentru generarea virusurilor vaccinale si niveluri crescute de planificare a pandemiei.

Detalii se afld in documentul ,,Recommendations for the production and control of
influenza vaccine (inactivated), WHO Technical Report Series No. 927, Annex 3
(https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/influenza/ ANNEX %203 %2
OInfluenzaP99-134.pdf?ua=1) .

Sunt disponibile doua tipuri de vaccin antigripal, un preparat inactivat (omorat) care se
administreaza prin injectie intra-musculard si unul atenuat, administrat oral in mod normal pe
cale nazala.

In cazul vaccinului inactivat exista trei tipuri, vaccinurile cu virus intreg, vaccinurile
fragmentate §i vaccinurile subunitare. in vaccinurile subunitare, componentele virusului
relavante pentru apirarea organismului prin rispunsul imun, hemaglutinina (HA) si
neuraminidaza (NA) sunt purificate si fac parte din compozitia vaccinului, celelalte
componente virale fiind inlaturate.

In vaccinurile fragmentate, virusul este disociat partial printr-un agent care extrage o
parte dintre lipidele care asigura stabilitatea particulei virale iar ca rezultat se obtin fragmente
mai mici. In functie de marimea, compozitia si forma acestor fragmente vaccinurile pot avea
eficienta diferitd. in multe cazuri vaccinurile fragmentate sunt mai eficiente decét cele
subunitare deoarece contin si alte componente virale ce stimuleazd rdspunsul imun inniscut
potentandu-1 ulterior pe cel dobandit in urma vaccinérii.

In general, vaccinurile gripale sezoniere sunt trivalente (mai nou tetravalente),
continand un amestec de tulpini gripale A si B considerate ca cele mai probabile sa circule in

(’/

TN



RO 137714 A2

sezonul urmétor. Acestea, din ratiuni de sigurants, nu sunt virusuri inalt patogene, fiind tulpini
virale reasortante care si producd randamente ridicate fara a fi patogene pentru om. Tulpinile
reasortante au glicoproteinele de suprafati (HA si NA) ale virusului potential circulant in
sezonul urmitor pe baza predictiilor OMS, dar proteinele interne sunt ale unei tulpini de
productie standardizate provenite din tulpina initiald A (A/Puerto Rico/8/1934 HIN1). Astfel
se elimind o mare parte din riscurile asociate manipulérii tulpinilor patogene. Virusul este
cultivat in embrioni de pui sau culturi de celule pentru producerea de vaccinuri.

Aceste tulpini reasortante se produc dupi predictie in cateva centre din lume iar
Organizatia Mondiala a Sanétitii analizand situatia epidemiologici mondiald de doui ori pe an
recomandi noi tulpini vaccinale daca situatia o impune.

Cu privire la dozaj in ultimii 20 de ani au existat multe studii clinice pentru vaccinuri,
fragmentate si subunitare. Acest lucru a condus la opinia general acceptati ca o doza de vaccin
care contine 15 ug de hemaglutinini din fiecare tip de tulpina per doza, ar urma sa stimuleze
producerea de anticorpi cu rol de a inhiba legarea hemaglutininei gripale de celule, conferind
astfel un grad adecvat de imunitate indivizilor vaccinati. (Prevention and control of influenza:
recommendations of the Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP). Morbidity
and Mortality Weekly Report, 1999, 48:1-28.).

Ca urmare se poate afirma ca vaccinul gripal, fatd de alte vaccinuri, este foarte bine
reglementat fiind definit dozajul, criteriile de eficientd si metodele de testare pentru cantitatea
de hemaglutinina pe doza.

In schimb pentru partea tehnologici nu sunt definite reglementiri. Acestea sunt
generice, de exemplu pentru fragmentare este definit gradul de fragmentare de peste 50%. in
cazul vaccinurilor fragmentate care sunt produse prin fragmentarea virusului prin extractia
lipidelor, conditiile de fragmentare, concentratia substantelor chimice precum si metodele de
testare utilizate vor trebui aprobate de autoritatea nationald de reglementare la depunerea
dosarului produsului (document tehnic comun) sau la modificarile ulterioare ale dosarului.

Fragmentarea virusului gripal inseamna ruperea particulelor virale cu extragerea unei
parti din lipidele componente, astfel se crede ca se reduc efecte adverse asociate utilizarii
preparatelor bazate pe virus intreg inactivat. O buna parte din specialisti considera totusi ca
efectele adverse descrise in literaturd s-au datorat mai degraba contamindrii cu endotoxina
decat faptul c& virusul era intreg. Totusi vaccinul bazat pe fragmentarea virusului inactivat
reprezintd o categorie de vaccinuri descrise in farmacopee si reprezintd marea majoritate a
vaccinurilor sezoniere antigripale existente pe piati. Acestea, tradifional fragmentate cu eter,
sunt acum fragmentate de cei mai multi producétori cu detergenti blanzi. Cu toate acestea
metodele de fragmentare trebuie optimizate pentru cid detergentul principal folosit in
fragmentare de o parte dintre producitori este Triton X-100 care nu mai este acceptat in
Uniunea Europeanai.

3. Prezentarea problemei tehnice pe care o rezolva inventia;
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Problemele tehnice care sunt abordate de procedeul folosit tin de analiza particulelor
submicronice. Un virus gripal are dimensiunea medie de 100 nm iar fragmentele lui sunt
bineinteles mai mici. Astfel de fragmente sunt in zona 30-60 nm.

Existd cateva probleme in detectia particulelor in zona aceasta de dimensiune. in primul
rand acestea nu pot fi vazute la microscop pentru ca rezolutia este limitatd de fenomenul de
difractie. Astfel pentru doua puncte ce pot fi vizualizate distinct, rezolutia este definitd de
relatia lui Abbe:

Rezolutia =4 / 2NA
unde apertura numericd NA = n » sin (0) este definitd de indicele de refractie al mediului
unde este obiectul a carui imagine se colecteaza (n; de obicei aer, apé, ulei de imersie) inmultit
cu sinusul unghiului prin care intra lumina in diafragma obiectivului (sin (0) ). A reprezinta
lungimea de unda

Alfel spus in zona spectrali in care ochiul uman poate vedea cu o sensibilitate maximai,
A = 550 nm (lumind verde), rezolutia este limitata la 200 nm. Exista deasemenea alte modele
care dau valori ceva mai mici fafa de relafia lui Abbe (Rayleigh, Sparrow) dar imbunititirea
nu permite estimarea formelor si dimensiunilor submicronice. Exista sisteme moderne bazate
pe folosirea de lumina structuraté care permit depagirea limitei teoretice. Totusi imbunatatirea
nu este suficientd pentru a putea efectua analize la scara sutelor de nanometri.

Solutia general adoptaté pentru a compensa acesté bariera este folosirea microscoapelor
electronice unde in loc de lumina sunt folosite fascicule de electroni a céror lungime de unda
asociata este mult mai mica. Calculdnd lungimea de unda din relatia lui de Broglie se obtine

1= h
T VZemlU

unde h este constanta lui Plank, e este sarcina elementard, m masa electronului iar U
tensiunea de accelerare a fluxului de electroni ducand la lungimi de undd sub
nanometrice.

Calculul arata ca in conditiile acestea lungimile de unda sunt de o zecime de nanometru
chiar la tensiuni de cétiva zeci de volti si substantial mai mici la tensiuni mari, de ordinul kV
ceea ce permite o rezolutie la scara atomicd. In schimb proba trebuie finutd in vid inaintat
pentru a permite circulatia liberd a electronilor, ceea ce Inseamnaé ca ea trebuie sa fie complet
uscata. in plus deoarece calitatea imaginii depinde foarte mult de capacitatea de absorbtie a
fluxului de electroni proba este accentuati in zonele in care nu existd material de analizat cu o
substanti ce contine metale grele (Os, Va, Ru, Ur), uneori radioactive, fiind denumité coloratie
negativd. Ca urmare este o diferentd relativ mare intre proba reald si imaginea ei prin
microscopie electronica. Proba trebuie prelucrata si tinuta in vid procedee prin care este radical
modificatd, si nu in ultimul rdnd microscoapele electronice sunt relativ scumpe, necesita
utilitati deosebite, intretinere si personal calificat.

in plus chiar daca rezolutia teoretica este impresionanti la aceste dimensiuni, vibratia
moleculard datd de agitatia termica face ca entititile mici din proba si nu-si pastreze pozitia si
ca urmare imaginea si nu fie perfect definita ceea ce limiteaza din nou acuratetea.

Un alt procedeu de analiza a particuleleor sau a fragmentelor este sedimentarea, viteza
de sedimentare depinzdnd de masa si forma structurilor de analizat. Aceste proprietafi sunt
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incluse in coeficientul de sedimentare al unei particule care este definit ca raportul dintre viteza
de sedimentare (Vt) a unei particule si acceleratia aplicata (a) care duce la sedimentare:

Y, . - [
s = ;‘pentru o particuld sferica.

m

Coeficientul de sedimentare se poate calcula ca fiind s = Fnrunde m este

masa particulei, r este raza ei iar 1 este coeficientul de sedimentare sau, tindnd

. 2pqr? . . . .
cont de formula masei s = p:Tnunde pd este densitatea relativa a particulei,

adica diferenta dintre densitatea particulei si cea a mediului in care se afla.

Vedem astfel ca acest coeficient de sedimentare depinde de dimensiunea particulei dar
si de densitatea ei. Ca urmare, sedimentarea poate fi folositd ca tehnicd dacd densititile
particulelor de comparat sunt apropriate. In plus acest coeficient este cu atit mic cu céat
dimensiunea particulei este mai mica iar pentru sedimentarea lor sunt necesare campuri de forta
sunt mari, de zece sau de mii de ori fatd de accelerafia gravitationald (simpla atractie a
pamantului). Aceasta presupune plasarea in cAmp de forte centrifugal mare realizabil cu o
ultracentrifuga. Practic de multe ori in analiza prin folosirea unui mediu de sedimentare in
gradient se pot separa particule cu proprietiti diferite. Problema este cd uneori, la echilibru,
separarea depinde mai mult de densitate decat de dimensiune sau forméa. Aceasta este o limitare
a metodei intrucit uneori fragmentele virale au aceeasi densitate cu virusul initial (m/v).

Exista si alte metode de estimare a dimensiunii particulelor precum impragtierea
dinamica a luminii care poate oferi informatii dar acestea sunt oarecum limitative in situatia in
care proba contine detergent cum este in cazul probelor de virus gripal fragmentat.

Alte metode de analiza a dimensiunii particulelor precum cromatografia de excludere
stericd sunt limitate la tipul de materialele ce pot fi utilizabile ca suport cromatografic.

4. Expunerea inventiei

Prezenta inventie se referd la un nou procedeu de analizd a fragmentarii virusurilor
gripale din candidatii de vaccin bazati pe microscopie de fortd atomicd dupd absorbtia
probelor pe suport de sticla functionalizat.

5. Prezentarea modului in care poate fi exploata industrial

Prin aceast procedeu se poate optimiza si fundamenta dezvoltarea unui vaccin gripal de
tip vaccin gripal inactivat si fragmentat cu metode imbunatatite.

6. Prezentarea avantajelor inventiei in raport cu stadiul tehnicii

ede o,

de evaluare a fragmentdrii virusului gripal care si ia in considerare un numar suficient de mare
de evenimente dar sd si defineascd profile caracteristice care sid permitd verificarea
corectitudinii, cu putere statisticd. Optimizarea proceselor de etalare a componentelor probei
este realizata cu usurinta prin legarea electrostatica de substratul probei.
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Utilizarea noului sistem permite analiza probelor native, necolorate si nefixate. Prin
aceasta se asigurd un bun control al dimensiunii particulelor de analizat.

A

Ca urmare, procedeul propus este foarte eficient in special datorita robustetii lui.
Procedeul propus are avantajul utilizarii unei metode simple de analizi, este economic si
practic.

7. Prezentarea detaliata a obiectului inventiei.

Microscopia de forta atomica este curent folosita la vizualizarea unor structuri virale
in studiile de virologie moderna. Este un instrument folosit mai ales in studiile de virologie
fundamentala, rezolutiile apropiindu-se de cele de microscopie electronica. Prin aceste studii
au fost documentate o larga serie de modificari structurale, dintre cele mai spectaculoase fiind
legate de structura capsidei virale. Ceea ce este remarcabil pentru acest tip de tehnicé este ca
probele pot fi analizate in aer (uscate) sau in lichid. Probele nu trebuie si fie fixate ca cele
pentru microscopie electronicd iar analizele nu se fac in vid. Ca urmare tehnica este
nedistructiva si poate fi aplicatd inclusiv structurilor moi.

Microscopia de forta atomicad a fost inventatd de Gerg Bininig, laureat al premiului
Nobel in 1986 pentru tehnica microscopiei de scanare prin efect tunel, care in acelasi an publica
un articol ce descrie principiile microscopiei de forta atomicd. Ceea ce au observat si propus
autorii a fost un nou sistem bazat pe observatiile de la studiile de microscopie de scanare prin
efect tunel unde au constatat cé se poate detecta migcarea §i se poate méasura deplasarea unui
sistem de tip grinda in consola (catilever bean in englezi) care are atasatid o masa extrem de
mica, fortele fiind de 107'8N, suficiente pentru a detecta interactiunea cu atomi si molecule
individuale si care poate sesiza deplasiri de 10*A. Ei explicau plastic in articol ci “a fost o
practicd obisnuita de a folosi deplasarea arcurilor ca o masura a fortei iar metodele anterioare
s-au bazat pe cAmpuri electrostatice, cimpuri magnetostatice, optice unde si raze X.” Ca
urmare s-a dezvoltat un nou tip de microscop din clasa celor cu sonda de scanare bazat pe
interactia cu atomi si a céror forte sunt suficiente pentru determinarea profilului suprafetelor.
Principiul este remarcabil de simplu, partea de complexitate fiind legatd de achizifia si
prelucrarea informatiei.

Un dispozitiv AFM se bazeaza pe un cantilever, sistemul de tip grinda in consol& a carui
denumire engleza acceptatéd in tehnica AFM o vom folosi in continuare de mici dimensiuni.
Acesta este construit de obicei din siliciu sau nitrurd de siliciu, méirimea sa este in zona
micrometrilor: lungimea - de ordinul unor sute de microni, ldtime de ordinul unor zeci de
microni si grosimea de ordinul micronilor. Tipul de material din care este ficut determina
constantele de oscilatie (modulul lui Young). La capatul sdu este plasatd o mica piramida, un
varf mic si ascutit de ordinul zecilor de microni, lungimea si inalfimea variind in functie de
tipul cantileverului. Conditia este ca varful sa fie ascutit, raza de curbura in véarf trebuind sa fie
sub 10 nm. Pozitia cantileverului este evidentiata cu sistem optoelectronic in care o raza laser
este trimisd spre cantilever, iar pozitia razei reflectate este detectatd cu un senzor bazat pe
fotodiode. Suprafata probei este scanaté pe directia planului atit pe axa X cét si pe axa Y iar
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deviatia cantileverului este detectatd cu sistemul descris, astfel incdt in urma prelucririi
semnalului sd se obtind o imagine a topografiei obiectului scanat. Scanarea se realizeazi
folosind un cristal piezoelectric care defineste pozitiile x-y. Aceasta presupune contactul dintre
varful cantileverului i proba iar pentru instrumentul AFM, tehnic se spune ca este operat in
modul de contact. De fapt varful sondei trece peste suprafata pe care nu o atinge de fapt intr-
un sens fizic, ci interactioneazi prin un complex de forte atomice foarte aproape de ea.

Deoarece de multe ori acest sistem este dezavantajos ca sensibilitate si flexibilitate la
aparatele moderne, cantileverul este plasat pe un sistem piezoelectric care oscileazid cu
frecventa de rezonantd a acestuia. Acest lucru permite scanarea obiectului doar prin atingeri
repetate fard a fi in contact permanent iar modul de lucru se numeste de contact intermitent
(tapping). Mai mult, informatiile sunt primite §i prin oscilafia comund a cantileverului si
mediului, aceste frecvente pot fi modulate, permitdnd ajustarea pozitiei pe inédltime. Mai mult,
la acesta oscilatie comund se schimba faza semnalului ceea ce permite inregistrarea unei
imagini de faza.

»lmaginea de fazd” in AFM se referd la inregistrarea semnalului in general in analizele
cu contact intermitent. Schimbarea de fazd poate fi consideratd o ,,intdrziere” in oscilatia
cantileverului pe masurd ce se deplaseaza in apropierea esantionului. Imaginea rezultata
seamand oarecum cu contrastul de faza din microscopia clasica.

Semnalul de faza este sensibil la variatiile de compozitie, aderentd, viscoelasticitate,
precum si la alti factori. Ca urmare, contrastul de fazé este vdzut intr-o mare varietate de
materiale cu proprietitile diferite, dar reflecta si diferente topometrice (diferente de inélfime si
inclinatie). Acest lucru se datoreazd faptului cd faza este intr-adevar o masura a disipdrii
energiei la contactul dintre varf si proba, care depinde de o serie de factori, inclusiv
caracteristici precum viscoelasticitate, aderenta si, de asemenea, de profilul zonei de contact.
in ciuda complicatiilor implicate in interpretare, contrastul de fazi este una dintre cele mai
frecvent utilizate tehnici pentru caracterizarea ,mecanicd” §i a compozifiei suprafetelor
esantionului.

In modul de operare de contact, datele pot fi obtinute fie ca informatii privind
"indlfimea" sau "deformarea", fie datele din ambele moduri pot fi obtinute simultan. In modul
"Indlfime", suprafata esantionului este menfinuta la o distantd constantd de varful sondei de
catre sistemul de pozitionare piezoelectric de mai jos, printr-un mecanism de feedback.
Deviatia cantileverului in acest caz este foarte mica. in modul "deformare", esantionul este
stationar si se colecteazd date reale de deformare date de actiunea cantileverului. Acesta
exercitd o forta pe suprafata substratului de ordinul 107% - 107** N/m si se pot estima
proportiile materialului. Cu cét este mai mare forta dintre sonda si suprafata, cu atat sonda este
mai sensibila. Pe de altd parte, cu cat forta este mai mare, cu atat sonda poate perturba suprafata.

Cu privire la contributia dimensiunii varfului asupra formei imaginii se cunoaste ca
imaginea rezultata depinde de acesta. La achizitia informatiei pentru obtinerea imaginii partea
varfului cantileverului care intrd in contact cu obiectul incepe si producd o deviere a
cantileverului inainte ca vérful si ajunga de fapt la obiect. in mod similar, partea opusi a
varfului este incd in contact cu obiectul chiar si dupa ce véarful in sine a trecut. Astfel,
deformarea totald implica o dimensiune laterala care este mai mare decat dimensiunea sa reala.
Diferenta dintre dimensiunile estimate si cele reale este dependentd de litimea vérfului
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cantileverului. Cu cat varful este mai ascutit, cu atat dimensiunile observate sunt mai precise
si rezolutia este mai mare.

Cu toate ci rezolutia laterald, limitatd de litimea varfului cantilever, este de cativa
nanometri, rezolutia inaltimii este exceptionala, de aproximativ 0,5 nm. AFM produce imagini
tridimensionale, topologice, care descriu cu precizie caracteristicile de suprafaté ale virusului
sau materialului biologic studiat. Pe de altd parte apar modificarile de faza datorate nu numai
diferentelor de inalfime, ci si modificarilor naturii interactiunilor atomice agregate, ca masura
a proprietitilor fizice sau chimice ale suprafetei esantionului, determinind o imagine de faza.
Cele doud imagini, cea topografica si cea de faza pot evidentia proprietati diferite.

Operarea cu modul de contact intermitent intr-un mediu lichid prezintd unele
complicatii din cauza dinamicii fluidelor, ca urmare proba de studiat trebuie fixata sau trebuie
folosite preparate ce o fac si adere ferm la suprafata substratului care poate fi sticla, mica,
plastic sau orice alt material dur. Pentru a realiza acest lucru, poate fi necesar si fie tratat
substratul cu diferiti reactivi, cum ar fi poli-1-lizina, pentru a induce aderenta probelor.

Cu privire la dimensiunea imaginii zonele cAmpurilor de scanare pot varia intre 20 nm
si 150 um?, cu rezolutii verticale de o fractiune de nanometru. Ca urmare acest procedeu ofers
detalii topografice precise pe o gami de dimensiuni utile pentru analiza virusurilor si
fragmentelor virale. Rezolutia laterald variazd in functie de caracteristicile varfului si de
deformabilitatea specimenului dar si de structura varfului. Varfurile disponibile in comert au
raze de curburi in intervalul de 5-20 nm si ofera rezolutie la fractiuni din aceste dimensiuni.

Un parametru fundamental pentru particulele de virus este diametrul lor, iar AFM poate
oferi masuri ale acestora ca virusuri hidratate, cit si ca particule uscate, ceea ce oferd, de
asemenea, o estimare a gradului de contractie pe care il suferd ca urmare a deshidratarii. Din
cauza rezolutiei laterale ce depinde de dimensiunea varfului este oarecum nepractic si se
masoare dimensiunile liniare direct de citre AFM. Este mai sigur si se masoare indltimile
obiectelor la care rezolutia este buna.

Pentru particulele sferice si cilindrice simetrice, mésurtorile dau valori precise pentru
diametrele lor, iar masuritorile individuale sunt de obicei insotite de erori mai mici de 5%. Prin
efectuarea mésuritorilor pentru un numir semnificativ de particule in cAmp si folosind diferite
directii de scanare, se pot obtine statistici bune si se pot calcula histograme ale distributiilor ale
dimensiunilor lor. in cazul in care distributia este una gaussiani simpla, atunci se poate
presupune ca particulele sunt omogene. Suprafetele particulelor de virus variaza topografic in
functie de compozitia si starea lor. Aceleasi consideratii pot fi ficute asupra fragmentelor
virale la care se pot de asemenea determina proprietatile.

Pentru vizualizarea prin microscopie de fortd atomica particulele virale / fragmentele
au fost imobilizate electrostatic pe sticla tratata cu polilizin (15 minute la temperatura camerei)
si apoi spélate in volume mari de apa distilata in vederea inlaturarii componentelor tampoanelor
(sdruri, detergenti) si uscate in aer la temperatura camerei. Imaginile de topografie si faza au
fost inregistrate in modul oscilant (AC) pe un microscop de fortd atomica (Witec Alpha300
RAS) cu bucla de control pe amplitudine utilizand un cantilever cu raza nominala a varfului de
15 nm.
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Pentru imobilizarea virusului pe lamela, lamelele de microscopie sunt curatate inainte
de a fi folosite cu apa bidistilatd, izopropanol cu care le lasd in contact cca. 5 minute si clitite
din nou cu apa. Dupa curatare, spoturile unde vor fi imobilizate probele sunt tratate cu 5 pl
polilizind 0.01% si se lasd s& actioneze timp de 5 minute, in camerd umed3, pentru a preveni
uscarea. Dupi cele 5 minute, lamela se cléteste cu apa bidistilatd si se lasd sé se usuce. Pe
spoturile uscate se pipeteaza 2 ul de proba de suspensie virald ( concentratia pentru o acoperire
optima a suprafetei este de 50 pg/mL ) si se lasé in contact 15 minute, in camera umeda, pentru
a preveni uscarea probei. Dupa cele 15 minute de legare pe suprafaté se clateste lamela cu apa
bidistilatd si se lasa sd se usuce.

Analiza AFM este efectuata in aer, in modul de contact intermitent la o frecventa de ~
70kHz, folosind un cantilever cu diametrul nominal de 20nm si o constanta de fortd de 2 N/m.

Pentru evaluarea cantitativd a numarului §i distributiei pe dimensiuni a particulelor
virale / agregatelor proteice prezente in probele analizate, elementele particulate prezente in
imaginile de topografic AFM inregistrate pe o suprafatd de 10 x 10 um au fost identificate si
segmentate in Gwyddion pe baza intensititii fiind calculat diametrul mediu, volumul si
suprafata in plan pentru fiecare dintre ele.

Nu s-au observat diferente majore in privinfa distributiei diametrelor particulelor virale
depuse in medii diferite, de exemplu tampon fosfat sau tampon HEPES potasiu. In schimb,
diferente mici de fragmentare sunt detectabile. De exemplu in prezentd de Triton-X100 se poate
observa ca, in timp ce in tampon fosfat dispar aproape total particulele de dimensiuni de peste
100 nm, in HEPES-potasiu solubilizarea proteinelor virale este doar partiald, raimanand o
populatie semnificativa de particule in zona de dimensiuni a virusului intreg. La indepartarea
Triton-X100, numarul particulelor de dimensiuni mari creste semnificativ, in comparatie cu
proba ce contine incé detergent, indicand o reorganizare / agregare partiala a proteinelor virale
hidrofobe.

Sistemul diferentiazd intre virusurile intregi si cele reasamblate pentru cd dupa
inlaturarea detergentului componentele virale reagrega si par intregi pentru alte tehnici. In acest
procedeu particulele virale intregi sunt diferentiate de agregatele virale, avand un profil cu
aspect de ,,palarie” (fig.6 si fig. 7). Acest profil este cauzat de uscarea virusului. Dupa uscare
are nalfimi mai mici, de 30-40 nm. Totusi amprenta lui rim4ne mai mare fiind apropiat de
dimensiunea asteptatd de 100 nm incluzdnd deviatia determinatid de marimea varfului. Acest
lucru nu influenteazd statistica de determinate a distributiei particulelor, axa fiind doar
deplasata cu o marime comparativa cu a varfului de masura.
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Revendiciri

1. Folosirea procedeului de analiza prin microscopie de Foarta atomica in analiza
fragmentarii virusului gripal in produsul vaccin gripal inactivat si fragmentat.

2. Diferentierea intre formele de re-agregate virale si virusurile intregi prin analiza
fragmentarii prin microscopie de fortd atomicad si aplicafiile ce deriva din
aceasta pentru proprietatile vaccinului gripal inactivat si fragmentat analizate
prin aceast procedeu.
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Fig. 1 virus gripal intreg A/Texas/50/2012, reasortant: A/H3N2/NYMC/X-223 : A — imagine de topografie, B —
imagine de faza
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Fig. 2 virus gripal intreg B/Massachusetts/2/2012-like virus, reasortant: BENYMC/BX-51B : A — imagine de
topografie, B — imagine de faza
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Figura 3. Grade diferite de fragmentare ale virusului gripal B/Massachusetts/2/2012-like virus, reasortant:
B/NYMC/BX-51B A si B ( topografie si faza) concentratie mica de detergent si grad mic de fragmentare, C si
D ( topografie si fazd ): concentratie medie de detergent si grad mediu de fragmentare, E si F ( topografie si
faza): concentratie mare de detergent si grad mare de fragmentare.
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Figura. 4 Imagini AFM reprezentative cu particule virale imobilizate pe sticla tratatd cu polilizina; A-E -

imagini topografice, F - imagine de faza; A - virus Intreg din 25SmM HEPES pH 7.5, 100 mM KCI; B - virus
fragmentat cu 0.5% Triton X-100 in 25mM HEPES pH 7.5, 100 mM KCI; C - B dupad inlaturarea detergentului;
D - virus intreg din TFS; E - virus fragmentat cu 0.5% Triton-X100 in TFS; F - detaliu din imaginea de faz;
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Figura 5. Distributia diametrului particulelor virale / agregatelor proteice imobilizate pe polilizina, masurata din
imaginile de topografie AFM; K - virus intreg din 25 mM HEPES, 100 mM KCI; KF - virus fragmentat cu 0.5%
Triton X 100 in 25 mM HEPES, 100mM KCI; KX - KF dupa inldturarea detergentului pe XAD4; P - virus
intreg din TFS; PF - virus fragmentat cu 0.5% Triton X 100 in TF'S;
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Figura 6 Detaliu virus gripal intreg A/Texas/50/2012, reasortant: A/H3N2/NYMC/X-223 : stdnga — imagine de
topografie, dreapta — imagine de faza

30.0

25.0

20.0

15.0

10.0

 —

200 nm 0.0

Figura 7 Detaliu virus gripal intreg B/Massachusetts/2/2012-like virus, reasortant: BANYMC/BX-51B stinga —
imagine de topografie, dreapta — imagine de faza
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Figura 8 Profil virus gripal intreg A/Texas/50/2012, reasortant: A/H3N2/NYMC/X-223 neinactivat, uscat pe
lamela.
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Figura 9. Profil virus gripal intreg B/Massachusetts/2/2012-like virus, reasortant: BANYMC/BX-51B inactivat,
termic uscat pe lamela.
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