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Estructura general del SARS — CoV — 2
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Interfaz de union entre el SARS — CoV — 2 vy la hACE2
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PROYECTO DE LA VACUNA PERUANA PARA EL COVID-19

ESTRUCTURA DEL Spike del COVID-19

Proteina 51 UTILIZADA PARA LA
PRODUCCION DE LA VACUNA

Proteina E - o—® - >
= — —-= : — : Proteinas de SARS CoV-2
e ‘ ' - 1 evaluadas como blancos
Proteina S — e para nuestras vac
> w DD I—
— — - 1. S1-S2
.'_—_— _--. Receptor de la = :- ) 2. S1 ]
.-_ _-. 82 célul . o ' 3.S1 Trim d
o —9® i ~» 5. RBD Dim d
o—0 S| &< )
Membrana ER ~»
e iR % v Receptor del Virus RBD =
lipidica _
Cubierta del VIRUS Membrana Celular

sitio critico para atacar al virus con anticuerpos neutralizantes es la proteina Spi
roteia Spike es la “llave de entrada” para igresar a las células humanas a través
Receptor ACE?2
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La proteina S1 de SARS-CoV-2 esta glicosilada

cuna intranasal NDV - S1 muestra sobre su superficie a la proteina S1 con el mismo patron de glicosilacion de SARS-(
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Mecanismo de infeccion de SARS-
CoV-2
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Viral membrane
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1. S1-S2
2. S1
3. S1 Trimerizada
4. RBD
5. RBD Dimerizada

CD HR2 TM

[ 1273
S/ 61




Las vacunas que se vienen desarrollando se
basan en el subdominio RBD.

MUTATIONS

69-70del -

*‘ NSO1Y

Las pruebas iniciales se basaron en RBD
S1-monomeérico, S1-trimérico, y S2. En
todos los casos, RBD fué el antigeno que
mostro las respuestas mas fuertes

y fué este el antigeno que se continud
evaluando



Mecanismos de entrada viral
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Genome Position
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Non-Structural Proteins (Nsp)

Nsp
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15 7JM
E-protein
- 5X29l
6WEY, 2RNK”,
6Wac, 2Kk87+, 2IDY* Uridylate-specific

Nsp14  Endoribonuclease

' 6WXC

RNA-dependent RNA Polymerase Membrane

6YYT M-protein Nucleocapsid
o N-protein
\ \ 4 Exoribonuclease Spike 6VY0, 6YUN
Papain-like Proteinase Main Proteinase N7-Guanine Methyltransferase S-protein
* Denotes SARS-Cov PDB Structures e WL 6LU7 568“5?' 6VYB

* Denotes Mouse Hepatitis Virus Structures
(© Denotes N7-methyl Guanine Cap
AAAA Denotes Poly-A Tail



MODELLING MUTATION SPIKE-S1

VAL 341 ILE ALA 344 SER ALA 348 THR ASN 354 ASP
RMSD SOLV: 0.040 RMSD sSOLV: 0.045 . i
oMeD VACL: 0 000 RMSD SOLV: 0.035 RMSD SOLV: 0.058
RMSD_VACU: 0.000 4. RMSD VACU: 0.000 RMSD VACU: 0.015

Wild Type

ASP 364 TYR VAL 367 PHE LYS 378 ARG ALA 435 SER
RMSD SOLV: 0.064 RMSD SOLV: 0.020 RMSD SO0LV: 0.033 RMSD SOLV: 0.033
RMSD VACLU: 0.016 RMSD VACLU: 0.000 RMSD VACU: 0.013 RMSD VACU: 0.005
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Structural visualization of spike RBD-hACE2
complex

The three RBD mutations are at key
residues interacting with the human

AD_E re-:eptﬂr and with neutralizing

N501Y enhances binding affinity to
ACEZ

E484K enhances binding affinity to
ACE? and confers resistance to
class 2 NADbs

K417N would abolish key
Interactions with class 1 NAbs, and

likely contributes toward immune
evasion at this site
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Los 3 tipos de vacuna que se vienen desarrollando

Adicionalmente

esta vacuna RRE T

lleva la flagelina de la |REERRES "

Salmonella, la cual es :

reconocida por ser un JEEEE ST AN
potente inmunoestimulad EEEER e .

/ La salmonella es reconocida
por inducer una respuesta Thl

y una baja respuesta Th2. Esto

W es importante para reducir el

& riesgo de exhacerbacién de la
’ respuesta inflamatoria

KDa M 1
- B B Matrix protein (M)
18000 T Hemagglutinin-neuraminidase(HN)
60 4§ = Fusion protein (F)
40 ~—RBD \ v,

MITOMICINA
CROMOSOMAL

4¢—PARED CELULAR

INCOMPLETA / G
|

Exotoxina
Exotoxina
negativo
Proteina RBD “pura” expresada Salmonella genéticamente Virus de Newcastle
en celulas 5f9 - baculovirus  Modificada (no-patégena por doble geneticamente modificado
purificada y combinada con Mutacién) expresando RBD en expresando RBD en la superficie

un adyuvante la superficie (Patente FARVET) (Patente FARVET)



1. Tecnologia ADN
Recombinante: RECOMBINANT VACCINE Proteina Recombinante SPIKE COVID 19

Clonacion , expresion en células
do i tn

Fig. 1A Fig. 1B Fig. 1C
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Figura 1. Equipos utilizados para la produccion de proteinas recombinantes.
(1A-1B) Biorreactores STR y controlador BIOSTAT B plus-c Twin manteniendo cultivos

de células de insecto Sf9. Sartoflow(1C) sistema de flujo tangencial para la clarificaciony Purificacion de RBD y S1 recombinante. (A)
concentracion de sobrenadantes de cultivo. SDS-PAGE RBD por Coomassie (B) SDS-
| : PAGE S1 Coomassie .

(bbb

1.- Antigeno RBD.- 150pg (250ul+750ul PBS)/1mL adyuvante
FAR23520

. * 2.- Antigeno S1.- 150pug (250ul+750ul PBS)/1mL adyuvante
CE' . I nSECtO “ ReCO M b| Na nte" Fig}lra 2 Equipo automatizad.o para cromatografia AKTA Pure, utilizado para la FAR235§0 ug | H H )/ yuv
M 0 St ran d 0 purificacion de proteinas recombinantes

* 3.- Antigeno S1+RBD.- 75ug/75ug (150ul+850ul PBS)/1mL
adyuvante FAR23520

* -Mezcla 50% antigeno y 50% de adyuvante (Seppic ISA 71 R VG —
36518T)

o
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* - Se paso por prensa (emulsificador) 2 veces a 40 psi




PLANTA DE BIORREACTORES DE ULTIMA
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Vacuna oral vectorizada en Salmonella SPIKE COVID 19

SALMONELLA

MITOMICINA
CROMC?SOMAL

EXOTOXINA

ENTERITIDIS

Vacfar 3925
Patente Farvet
SAC

ENDOTOXINA

PARED CELULAR
INCOMPLETA

FLAGELO

Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis str. P125109,
complete genome. Reorientado a partir
del gen “dnaA”.

Estructura y Ubicacion
del inserto “Bloque S”
(1802 pb)

Shikimate 5-dehydrogenase T gammal

[N-acetylghucosamine- 1-phosphate uridyltransfera P [ABC transporter substrate-binding 'b?biéil\.'S'f:iiB'séﬁ:

4,664,0007 > 4,666,0007 - 4,668,0007
L - ,.' —
A— o — il ap— PR
=

Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferas
PTS system, fructose-specific IB component

NC_011294-dnaA-550537.178
4,685,848 bp



as 2 primeras vacunas (Proteina recombinante y Salmonella), se han evaluado

Esta evaluacion se ha realizado en:
-Ratones
-Conejos
-Gallinas
-Alpacas
-Monos aotus

Los ensayos en Conejos, gallinas y alpacas, se orientaron a evaluar mayorment
la seguridad y la capacidad de elicitar anticuerpos IgG.

La vacuna de NDV comenzd tarde en el ano y se ha evaluado en
-ratones
-hamsters
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ansporte de los monos en
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Evidencia de presencia de inmunidad humoral y celular en ratonnes inmunizados con la vacuna de Proteina RBD recombinante
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EL SUERO DE RATONES INMUNIZADOS CON SALMONELLA-
RBD HA MOSTRADO CAPACIDAD DE NEUTRALIZACION DEL
VIRUS EN CULTIVOS CELULARES

on
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40

24 DPV

No RBD RBD
4 ug/mli 2 ug/ml

estimulad
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Inmunizado:
Salmonella _ .
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Prueba de aglutinacion rapida para detectar anticuerpos COVID 19 con Salmonella modicada en monos Aotus vacunados (21 dias post-
inmunizacion)




Deteccion de Salmonella RBD en heces monos inmunizados con la vacuna de salmonella: Los monos dejan de excretar la salmonella al dia
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Vacuna Peruana COVID-19 NDV-S1

Strain La Sota

Matrix protein (M)

|SO|ated in 1960 Hemagglutinin-neuraminidase({HN)
Attenuated - lentogenic - no-vurulent strain
Used in avian vaccines Fusion protein (F)

Oncolytic virus:
-Has been evaluated for cancer treatment in humans
-Phase Il clinical trial in cancer patients. Intravenous
administration s |
-Other studies have used other more virulent NDV {
strains / |

: : : Spike Covid 19
SARS-Cov-2 spike gene inserted in the genome

spike protein expressed as a surface protein exposed on
the virion



Newcastle Disesase Virus -based COVID vaccine design:

Strain La Sota
|Isolated In 1960
Attenuated - lentogenic - no-vurulent strain
Used In avian vaccines
Oncolytic virus:
-Has been evaluated for cancer treatment in humans
-Phase Il clinical trial in cancer patients. Intravenous
administration
-Other studies have used other more virulent NDV strains

SARS-Cov-2 spike gene inserted in the genome
spike protein expressed as a surface protein exposed on the
virion



Review Article

Safety and Clinical Usage of Newcastle Disease Virus in
Cancer Therapy
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Newcastle disease virus (NDV) is an avian virus that causes deadly infection to over 250 species of birds, including domestic and
wild-type, thus resulting in substantial losses to the poultry industry worldwide. Many reports have demonstrated the oncolytic
effect of NDV towards human tumor cells. The interesting aspect of NDV is its ability to selectively replicate in cancer cells.
Some of the studies have undergone human clinical trials, and favorable results were obtained. Therefore, NDV strains can be the
potential therapeutic agent in cancer therapy. However, investigation on the therapeutic perspectives of NDV, especially human
immunological effects, is still ongoing. This paper provides an overview of the current studies on the cytotoxic and anticancer
effect of NDV via direct oncolysis effects or immune stimulation. Safety of NDV strains applied for cancer immunotherapy is also
discussed in this paper.



« ACTIVIDAD ONCOLITICA DEL VIRUS DE NEWCASTLE
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Es interesante destacar
que el virus NDV es
oncolitico. Por esta razoén,
se vienen realizando
diversos estudios para
evaluar el potencial
efecto terapéutico de
NDV en algunos tipos de
cancer. Actualmente
existe un estudio clinico
fase ll, en el cual se
administra NDV via
Intravenosa, a pacientes
voluntarios con cancer.
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Newcastle disease virus, a host range-restricted virus,
as a vaccine vector for intranasal immunization
against emerging pathogens

Joshua M. DiNapoli*, Alexander Kotelkin*, Lijuan Yang*, Subbiah Elankumaran’, Brian R. Murphy*, Siba K. Samal*,

Peter L. Collins*, and Alexander Bukreyev**

*Laboratory of Infectious Diseases, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, Bethesda, MD 20892; and TUniversity

of Maryland, College Park, MD 20742

Communicated by Robert M. Chanock, National Institutes of Health, Bethesda, MD, April 24, 2007 (received for review January 22, 2007)

The international outbreak of the severe acute respiratory syn-
drome-associated coronavirus (SARS-CoV) in 2002-2003 high-
lighted the need to develop pretested human vaccine vectors that
can be used in a rapid response against newly emerging patho-
gens. We evaluated Newcastle disease virus (NDV), an avian
paramyxovirus that is highly attenuated in primates, as a topical
respiratory vaccine vector with SARS-CoV as a test pathogen.
Complete recombinant NDV was engineered to express the SARS-
CoV spike S glycoprotein, the viral neutralization and major pro-
tective antigen, from an added transcriptional unit. African green
monkeys immunized through the respiratory tract with two doses
of the vaccine developed a titer of SARS-CoV-neutralizing antibod-
ies comparable with the robust secondary response observed in
animals that have been immunized with a different experimental
SARS-CoV vaccine and challenged with SARS-CoV. When animals
immunized with NDV expressing S were challenged with a high
dose of SARS-CoV, direct viral assay of lung tissues taken by
necropsy at the peak of viral replication demonstrated a 236- or
1,102-fold (depending on the NDV vector construct) mean reduc-
tion in pulmonary SARS-CoV titer compared with control animals.
NDV has the potential for further development as a pretested,
highly attenuated, intranasal vector to be available for expedited
vaccine development for humans, who generally lack preexisting
immunity against NDV.

severe acute respiratory syndrome (SARS) | respiratory tract | monkey

he severe acute respiratory syndrome-associated coronavirus

(SARS-CoV) emerged as a human pathogen in Southern China
in 2002 and spread internationally, resulting in 8,096 infections and
774 deaths between November 1, 2002, and July 31, 2003, as well as
considerable alarm and economic loss (1). There is a clear need for
a safe and effective vaccine should an outbreak of a SARS-like virus
reoccur in humans. In addition, the SARS experience highlighted
the importance of having pretested, safe, and effective vectors on
hand that can be used to accelerate initial steps of vaccine devel-
opment should other new pathogenic agents emerge.

Inactivated whole-virus preparations of SARS-CoV have been
shown to induce protective immunity in small-animal models (2-5)
and primates (6, 7). However, large-scale growth of a highly
pathogenic agent introduces the risk of laboratory infection, which
indeed has occurred (8). Furthermore, incomplete inactivation can
leave residual infectivity in such vaccines, posing further risk to
vaccinees (9, 10). The SARS-CoV spike S glycoprotein is the viral
neutralization and major protective antigen (11). Full-length or
fragments of recombinant purified S have been shown to be
immunogenic in small-animal models, but their safety and efficacy
have not yet been evaluated in primates. Furthermore, inactivated
whole-virus or protein subunit vaccines are not necessarily safe and
effective: in the case of measles and respiratory syncytial virus, they
induced altered immune responses, resulting in immune-mediated
enhancement of disease upon subsequent exposure to the patho-
gen (12, 13).

9788-9793 | PNAS | June5, 2007 | vol.104 | no.23

Vectored vaccines offer a live-vaccine approach that does not
involve the complete pathogen. A number of vectored vaccines
against SARS-CoV have been described. A recombinant vesicular
stomatitis virus (VSV) expressing the SARS-CoV S protein was
protective in mice (14) but has not been tested in primates, and the
safety of VSV in humans remains to be established. Recombinant
modified vaccinia Ankara (MVA) virus expressing SARS-CoV S
protein was immunogenic and protective in rodent and primate
models (15-17); however, one group found that the MVA/SARS-
CoV S-immunized ferrets developed hepatitis upon challenge with
SARS-CoV (17). Vaccine constructs based on replication defective
human adenovirus type 5 expressing a partial or full-length SARS-
CoV S protein have been evaluated for immunogenicity in rats and
monkeys (18, 19), but immunization depends on a high vaccine
dose, and safety and protective efficacy remain to be demonstrated.
We previously used an attenuated version of human parainfluenza
virus type 3, a common pediatric respiratory pathogen, to express
the SARS-CoV S protein and showed that a single intranasal (i.n.)
and intratracheal (i.t.) inoculation was immunogenic and protective
against SARS-CoV challenge in hamsters and African green mon-
keys (AGM) (20). This vector has a natural tropism for the
respiratory tract and does not significantly spread beyond that site,
properties desirable for use as a safe, restricted, topical respiratory
tract vaccine. However, a concern that exists with any vector based
on a common pathogen is that the adult population has significant
immunity from prior exposure that will restrict infection and
replication of the viral vector and reduce its immunogenicity.
Indeed, comparisons of the immunogenicity of vaccinia virus-
vectored and human adenovirus type 5-vectored vaccines in ro-
dents, non-human primates, and humans demonstrated that pre-
existing immunity to the vector greatly reduced the immunogenicity
of these vaccines (21-23).

An additional limitation of previous studies of vectored and
inactivated SARS-CoV vaccines in non-human primates, the model
that is most similar to humans, is that protective efficacy was
measured by quantitation of challenge SARS-CoV shed in respi-
ratory secretions (6, 7, 16, 20). It is now known that the virus
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Ademas del esfuerzo Peruano en Farvet, existen otros
esfuerzos mundiales de buscar producir una vacuna
para Covid, basada en el virus NDV. Entre ellos, los
conocidos son:

-El grupo Mount Sinai/Avimex,

-El grupo Holandés en la Universidad de Wageningen
en colaboracién con un centro biotecnoldgico
veterinario,

-El grupo de la Universidad de Texas. Este ultimo ha

publicado el resultado del desafio en hamsters, con los

mismos resultados que los obtenidos por Farvet.

Desde hace mas de 40 anos, los vacunadores de pollos
se han expuesto por via inhalaltoria al virus NDV,
durante los procesos de inmunizacion, los cuales se
realizan por medio de fumigacion.

Mas recientemente, los vacunadores aplican la vacuna
contra el coronavirus aviar, (virus de bronquitis
infecciosa IBV), la cual es vectorizada en NDV. Esto
confirma que un grupo cercano a 4,000 personas en
Chincha se ha expuesto y continda haciéndolo, al virus
NDV mediante inhalacién del mismo. En ningln caso se
han reportado efectos en la salud de estas personas.
Adicionalmente, y de manera interesante, a lo que va
desde el inicio de la pandemia, los aproximadamente
900 vacunadores que aplican rutinariamente la vacuna
contra el IBV vectorizada en NDV, no han reportado
signos serios de un cuadro de Covid, pese a que en
algunos casos, se reportaron familiares con cuadros de
Covid en la casa.
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MEDIANTE LA VACUNACION VIA NEBULIZACION O
SPRAY, SE VACUNAN MAS DE 1,600 MILLONES DE
POLLOS MENSUALMENTE, EN CENTRO Y
SUDAMERICA.

LO REALIZAN APROXIMADAMENTE 160,000 VACUNADORES
EN LAS PLANTAS DE INCUBACION Y EN LAS NAVES DE
CRIANZA.

LA PRACTICA MASIVA DE VACUNACION SE REALIZA HACE
MAS DE 50 ANOS
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CONSTRUCCION IN SILICO DEL rNDV-RBD/SARS-CoV-2
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INCORPORACION DE LA PROTEINA RBD Y S1 EN EL VIRION
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Anticuerpo = INMUNOFLUORESCENCIA EN CELULAS VERO

DAPI NDV SARS-CoV-2 Combinado
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Virus de Newcastle (Wild-type) Microscopia electronica
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Inmuno-micorscopia electronica de la vacuna nasal NDV-$1
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Propiedades de replicacion del virus y estabilidad genética
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Pruebas de seguridad (ratones
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Pruebas de toxicidad (ratas
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MEDICION DE LA CAPACIDAD DE NEUTRALIZACION DE LA PROTEINA VIRAL
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SARS-COV-2 Neutralizing Antibody ELISA Kit
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Ensayo de Blogueo de sueros de animales vacunadas con RBDr
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NEUTRALIZACION POR REDUCCION DEL NUMERO
DE PLACAS (PRNT
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METODOLOGIA: Obtencion del virus (National
Institute of health + FARVET)

| Aislamiento | confirmacién : SR & : Titulacion viral
virus SARS-CoV-2 SEl| Sl antigeno viral (UFP/mL)

PCR 10
IF|

10
Stock viral
BERREERER
Cuantos virus 103

6 x 105 UFP/mL



Inmunogenicidad- humoral (hamsters,
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Medicion de respuesta inmune celular por medio de la cuantificacion de expresion de citoquinas mediante qPCR
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EFICACIA DE LA VACUNA: Ensayo de desafio
(Hamster dorado Sirio) . frontiors

1IN Immunoloqgy

* Ensayo del “DESAFIO” en modelo animal validado: Hamster

dorado Sirio Syrian Hamster as an Animal
* Tuvimos que construir un contenedor de seguridad BSL3 Model for the Study on Infectious
. . Diseases
* Inmunizar a los animals
* Desafiar a los animales con el virus SARS-CoV-2 (colaboracion Jinxin Miao, Louisa S. Chard, [...], and Yaohe
con el INS) Wang

* Monitorear la variacidon de la carga viral asi como |a
viabilidad viral a nivel del sistema respiratorio (g-RT-PCR)

* Monitorear el dano a nivel celular del tejido pulmonar de los
animales (necropsia)

* Monitorear variaciones en el peso
* Monitorear el grado de movilidad de los animales
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Grupos de vacunacion para la prueba de desafio de
hamsters

* Vacunhados con NDV nasal

* NDV-RBD (12 hamsters)
* NDV-S1 (12 hamsters)
* NDV- RBD+S1 (12 hamsters)

* Grupo Placebo (12 hamsters)
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Resultados del ensayo pre-

clinico de la vacuna nasal de
NDV



Caracteristicas de la vacuna nasal NDV-S1

Tipo de vacuna: Vectorizada en el virus de Newcastle (NDV). Cepa lentogénica La Sota.
Antigeno viral: Proteina S1 del SARS-CoV-2, expuesta en la membrana del NDV
Produccion de la vacuna: Cultivo en huevos SPF fertilizados (embrién de pollos).
Purificacion: Filtracion tangencial a partir del fluido alantoideo

Presentacion 1: Virus NDV-S1 vacunal liofilizado en una cantidad total de 10 PFU por dosis

Presentacion 2: Virus NDV-S1 vacunal en solucion liquida, en un volumen de 0.5mL en una cantidad total de
10 PFU por dosis.

Preparacion de la dosis: La vacuna NDV-S1 liofilizada, se solubiliza con 0.5 mL de agua destilada
Administracion: Via intranasal (0.25 mL en cada fosa nasal)
Numero de dosis: 2 (segunda dosis aplicada 15 dias después de la primera dosis)

Capacidad de actualizacioén: La vacuna NDV-S1 tiene la capacidad de ser actualizada con un nuevo antigeno
S1 de interés, en 30-45 dias, para empezar a ser producida.



Evaluaciones pre-clinicas realizadas:

A la fecha se han completado las pruebas correspondientes a los ensayos pre-clinicos, en ratones, ratas y hamsters.
Especificamente se han realizado pruebas de:

-Seguridad: Analisis histopatoldégico de érganos en ratones vacunados con 2 dosis

-Toxicidad aguda: Evaluacion de mortalidad y signos clinicos en ratas inmunizadas con dosis 100 veces mayor de lo esperado a
utilizar.

-Tolerancia: Evaluacion de mortalidad y signos clinicos en ratas que reciben 3 dosis de la vacuna hasta con concentraciones
100 veces mayor de |lo esperado a utilizar.

-Inmunogenicidad: En hamsters
* Anticuerpos 1gG detectados por ELISA
* Neutralizacidén de proteina RBD recombinante en un ensayo en placa
* Neutralizacién del virus SARS-CoV-2 en placa
* Inmunidad celular evalua proliferacidén de linfocitos T CD4 por interferon gamma otras citoquinas

-Estabilidad:

*NDV liofilizado es estable a 8C por al menos 2 meses, con una disminucion de las unidades formadoras de placas (PFU)
menor al 5%. NDV en solucion liguida es estable a 8C por 15 dias, con una disminucion de las unidades formadoras de placas
(PFU) menor al 5%.

*La expresion del gen S1 / RBD es estable por varios pasajes del virus

-Eficacia: Hamsters desafiados con SARS-CoV-2 en ambiente BSL3. Se evalua:
(1) Carga viral en pulmén

2) Viabilidad viral en pulmoén

Dano histolégico a nivel de pulmén y traquea

Variacidon del peso corporal

Grado de movilidad de los animales.
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RESULTADOS DE SEGUIMIENTO SEROLOGICOS PREVIO AL DESAFIO
DE HAMSTERS CON LA VACUNA NDV
ELISA IgG anti-RBD
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PORCENTAJE DE SERONEUTRALIZACION HAMSTERS 15 DPV VACUNA NDV
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El analisis histopatologico de los organos (pulmon y traquea) de los animales
desafiados, mostraron inflamacion y necrosis en los animales placebo, y no hubo
evidencia de dano significativo en los animales vacunados




Eficacia de la vacuna:

-Analisis histopatologico de pulmon
-Viabilidad viral (cultivo)

-Carga viral (RT-PCR)
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Eficacia de |la vacuna:
-Neutralizacion del virus SARS-CoV-2 en placa en cultivo celular PRNT,
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Eficacia de la vacuna:

-Variacl
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Higher mobility in vaccinated animales compared to placebo after challenge






Average speed

Day 10 after challenge

120 A
100 A

Day 5 after challenge
Average speed

lento

120 A
100 A

desplazam

]

ion

Day 2 after challenge
Average speed

120 4
100 A

-Movilidad (velocidad, acelerac

Eficacia de la vacuna

T T
“ % m %; _
| e %, “ % %, i
] &vmvv , 1 evwvwvo 1
by 0%, RN
0250 8, & o000, B
i q%%@o@»&% _ o,% w%\vo@w%@v i
3 V = " \v S
i i 7 o X
: SIS £ | Lo Y §E _
4 = 7 =
. ﬁ&\m%«@v % S ! 25w T E m “
% /%@uun&.. v u.w%wv.uﬁ\ ug !
e’ - =
2 @%_\ g ® ! g mf@ o 2 “
&
o 5 & . S g _
2. O T om n =]
%% -5 _ 55 % =< _
> g i NN |
& C. 7 @
Y 8 % ® 3 “ L ¥ |
U o, = | AN = “
Y
.\H
oty _ o ;
%% A !
g ) 1
%0, “ % % !
%,
%0, | %50, |
% 9 &2,
&w‘ T wx.w‘\w.\, %,
Ay WD T T T T T T T 1 (=] T T T T T
5 & 2 & ° %% 2 2 2 3 8 5 7 ° % g 8 &8 8 g
) rsS = ~ \&v @y ~ ) o S -~ I ™~ %, 2 2 2 = =1
[ Dru I B
Bas/siaxid e basjsjaxd ulws|ax|d
i
& : &,
N o 1
i
! %%, “ %%, "
n.b.
| %20, _ 350, |
KA " N "
_%_\ws /b.v .D.hu‘ i mu..w\/bvwc h....@.?
2% U T PN N
< 8 A, I S RCIING %,QV € !
(IR CHCR o5 _ ‘v\uo&v\u ge ]
% .umw.w v A\V%.w;@v £s : %, z..q_,....uﬁ\ nﬂﬁn‘w«‘ c m 1
889 7 25 5 %5% T L9
1 Ay @ ] 1 Aoy oh =y I
_ 85 £ : a8 2S5 _
%y ity mv\....@v =%
_ %% g ® ; e 55 “
! : ’ T
_ 5%, £¢ _ 5%, 3 |
Yo © o o 5
ARG in © ] % Y n !
%%, 23 %89 g ¢
%%, ok _ %% i "
ki 7 i
%% 5 Y U
%.w 7 “ 2 1 0
%% % % W
1 _rﬂ-_.@\..m_\.\ -ﬂnw.m\ I 5 J.\N%.I ﬁwm\ I
I AL i A ) 7 !
! v%,oé.\\av ! X % :
“ &%, 0 _ %%, \
P A\O o \G.\ ﬂu_(.u
1 ' - { [#) AN\N o] T T T T T T T al ' __ma_.\ T T T T T
Ly N o o o o =} o o o 4 % o = o o o
® 3 = = = A A © & & & & =& ) S = 2 g =
S % k 8§ & 8 F & W % E 2 = & B2
bas/sjaxid h's' basispmad 2 uwfs|axd
]
i
A\\m\x 1 ﬂ...w\/
i
I B\ I e I
&y ¥ 1
g7 e
| 0&.& i, } %% e |
I ...w.m_\ ADVVA\D_\V _m.ﬁ I N.w\. /bv \?O _?,.ﬁ I
& 59 % T, &5 6 7
1 ﬁ%mw,.,q %, .vu@ % = 1 a.ww),mq 0, .r%@h\ 0 |
i NN 2.2 i & 5O B oy
H %5y @,A@v £ i ES %&@v cc i
: RN o =2 : i 8% o 29 o
i o S 2= ! 80 % s i
| «W%«M@ S8 T Sa
i 5 0% % L O 1 RGN = 0 !
“ %mv&.w [T & O T, =
! %%, 9, €8s _ 5 W g _
. %% 0 ~ S _ %S % gl |
9 % T, > 9 ,mvmv 4@«, > a
iSo S £ ke i
“ bl m i m
] SRR &Gy,
TG ) i
&% A :
* &, 120
5% T
i \.O .\m.hv 1 < /.‘ﬁn\@“\ I
A e P ] \.O\ _m_u_ 1
ly \D.\ ﬁ_m.u_ . ..b_...w_./ ,x.o. |
S, P
; n ; n ] ) \/\O.QGIU T T T T T T T 1 &.fmmn‘.ﬂ\_r_v T T T T T
o = o =] (= «‘G,U m W W m % M m ﬂ \Ot bru W W m W W
(5] o <t ™~ ..nwn\ U H u m [ T3] ~ Ammu W W m m m
Bas/s|=axid Q0 Basispaad upwys|axd



Advantages of the nasal-NdV vaccines

-La vacuna ha demostrado ser segura en ratones

-Capacidad de levantar respuesta humoral (IgM, 1gG)

-Capacidad de levanter respuesta celular (linfocitos T CD4 — interferon gama)
-Capacidad de neutralizar la proteina viral in-vitro

-Capacidad de sero-neutralizacion del virus SARS-CoV-2 (colaboracion INS)
-Facilidad y velocidad de produccidén

-Es de administracion por via nasal (no va a requerir de un ejército de técnicos
para inmunizar). Podrian participar promotores comunitarios.

-Importante estabilidad (liofilizada: mas de un afio a 8C)

-Bajo costo de produccion

-Facilidad para cambiar el antigeno en un funcidn de las mutaciones mas
prevalentes



Ensayos clinicos Fase |, [l y |l

* Phase |: (N=50) Phase Il: (N=200)Phase lll: (5,000)

* Limitations:
* Production of doses -> GMP Laboratory
* Tercerizing in GMP laboratory

* Clinical phases in Peru (Funded by Peruvian government and private sector)
* Fase I:(N=50)
* Fase Il:(N=200)
* Fase IlI:(N=5,000)



Proximos estudios:

Seguimiento del patron del
desplazamiento del virus NDV luego de
la inmunizacidén nasal, evaluado por
fluorescencia

Corte transversal de medula espinal inyectada
con vectores virales que expresan la proteina
fluorescente verde (GFP) y procesada con
iInmunofluorescencia
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Anticuerpos IgY de gallina
purificados del huevo
como tratamiento para
casos severos de COVID-19



1.Marco teorico

Neutralizacion de |la interaccion entre el RBD de la proteina Spike la hACE?2

Inmunoterapia Vacunacion Ingenieria de proteinas Disefio de proteinas de novo
Horse imoculaton Hyperemmune globulns (Fab ) f""-.‘
~~a 3 il 9 - ___IELI
groag
SARS-CeV-7
Isnicgies
.-""F . . _
- *.. - ‘J'"ff__i?'d
.
Highiy Less
MNeutralizing Neutr alizing
" Plasma convaleciente Inducen anticuerpos Disefio de proteinas de novo
o Ant|cuerpos recombinantes V | t d , ) , I
* Humanos irus Inactivado Proteina completa Y de microproteinas con alta
Equinos * Vacunas recombinantes afinidad.
* Cameélidos sudamericanos « Vacunas de mRNA
* IgY de huevo de gallina
|| et a|_’ Cao et al., 2020, Linsky et al.,

Chen et al., 2020, H. Zhou et 2020

al.. 2020 o
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ANUICUCTIPOS 1T pPpara ia InmunoprorniiaAxis y weradapia uc
infecciones respiratorias

Egg volk

Immunization of chickens

Abbas, A., El-Kafrawy, S., Sohrab, S., & Azhar, E. (2018). IgY antibodies for the immunoprophylaxis and therapy of respiratory infections. Human
Vaccines & Immunotherapeutics, 15(1), 264-275. doi: 10.1080/21645515.2018.1514224
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Inoculacion de RBD del lisado
celular en gallinas

Verificacion de presencia de IgY Colecta de los huevos de las
anti-RBD en suero de gallinas gallinas inoculadas

Purificacion de IgY anti-RBD a partir
v { { de las yemas de huevos

—&— Serum
—a— Yolk

=
o

o
o

Verificacion de presencia de IgY
anti-RBD en las yemas de huevo de
¢ 1 % &8 v § |7 gal INa

Weeks after inoculation

OD values at 405 nm
=
=

Fig. |. Patterns of SARS coronavirus antibodies from sera and yolks of immu-
nized SPF chickens. The arrows indicate the immunization times,

Fu Chao-Yang et al., 2005 Administracion de IgY anti-RBD a
animales
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1. Inoculacion de RBD del lisado celular en
gallinas

* Via de inoculacidén: Intramuscular y subcutanea
* Adyuvante: ISA 71R VG
* Dosis: 50% de aceite con 50% antigeno en un volumen final de 2 mL

* Suspension-prensa: 04 veces 40psi/1 vez 80psi

* Modelo animal: Gallinas

ELISA DE GALLINAS INMUNNIZADAS CON LA PROTEINA
RECOMBINANTE RBD

Vaccination time

i 4.09
( '|
15t End 3r-::|
15 E 3.0+ ;
sem 46 sem 47 sem = El Suero Pre-inmune
<
O =3 14DPV
Z
Collect sera at 0 and 10 days post-each vaccination é 2.0 = 21DPV
o = 28DPV
@ = 35DPV
<
Vaccination Date Dose = 420PV
1st. 03/05/2020 2mL = 49DPV
2nd. 16/05/2020 2mlL =1 Control +
3rd. 23/05/2020 2mlL
= Control -




STAGE 1

STAGE 11
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2. Obtencidén y purificacidon de la proteina IgY mediante “salting-out”

£

(=" =T |

10
11

Separated yolks

1 |

Dilution of yolks 1:7

Adjustment of pH to 5.0

Tap water

0.5 M HCI

<t

Freezing at -20 °C

e

Meltmg & Filtration

g

Addition of NaCl to 8.8%

Adpustment of pH to 4.0
Precipitation for 2 hrs

* Lipidic residum )

NaCl(s)

. o

Centrifugation 3,700 g, 20

0.5 MHCI

L

Purified IgY fraction

* Supernatant

Hodek et al., 2013

Figure 1.The SDS-PAGE profile of IgY (M: marker, I
and 2: standard IgY non-reduced 3 and 4. standard
IgY reduced, 5 and 6: WSE, 7 and 8: purified IgY).
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Wibawan et al., 2018

120
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Line 1: Ladder; lines 2, 3, 4, 5: WSF of
iInmunized yolks (RBD antigen) using HCL, HCL
+ slow freezing method, lemon and vinegar,
respectively; lines 6, 7, 8, 9: purified IgY using
HCL, HCL + slow freezing method, lemon and
vinegar, respectively; Lines 10, 11: Purified IgY
using the gallus inmunotech inc. IgY EggsPress
Purification Kit, respectively.
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144

3. Obtencidn y purificacion de |la proteina IgY mediante “PEG

1 2 3 4 5 6 7 8 9

270

175

130
95

65
50

35
30

kDa

i

I — i

Figure 4. Polyacrylamide-Gelelectrophoresis of individual IgY preparations from different eggs under reducing conditions Line 1-6: IgY pu rified by PEG method ( 10 u g ) p
Lane 1 - Molecular weight marker, Lane 2 - IgY-standard, Lane 3-5 - different IgY samples prepared as described in the protocol. These are final

preparations according to step 10 of the protocol. HC - heavy chains, LC - light chaines, ? - minor impurities corresponding to molecular weight Line 7 '8_: _ .
around 35 kDa (probably the C-terminal fragment of vitellogenin Il precursor, [Klimentzou et al., 2006)). IgY purified by PEG method (5 ug), Line 9:

Ladder
Pauly et al., 2011




Ensayo de bloqueo con yemas de huevos de gallinas Hiper-inmunizadas

Specific 1g¥ from

- =~ g‘ hiperinmunized
chicken

Vero EB
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,_; ----------
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Epuhe protein
from SARS-COV2




Ensayo de bloqueo con las diluciones de IgY en suero de Ratén
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4. Administracion de IgY-anti RBD en animales

0 ZID 4I0 BIO
HORAS

Yemas de huevos: 21
DPV aprox.
Peso de_ _c_onejos: 3

.

Administracion
subcutanea

\

subcutanea

0 20 40 60
TIEMPO

80

Yemas de huevos: 35

DPV aprox.

Peso de ratones: 25 -
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RATIOS
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Yemas de huevos: 50
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Pesc_> _de cerdos: 20



LABORATORIO DE BIOINFORMATICA

§TAT3\\ Y BIOLOGIA MOLECULAR

GCTGA .
CAYETANO HEREDIA

5. Administracion de IgY-anti RBD en animales

Administracion
/ - \
intravenosa
20+
Intravenosa e Subcutanea 5X
.5 / h"*a-_._ﬁ_ﬂ" -# |Intravenosa 3X
é ] e
~ 104 f."
2 |/
o[ T
D“J/ ! T T 1
&0 a0 0 20 40 60 80
TIEMPO Dias
Yemas de huevos: 35 Yemas de huevos: 60 DPV
DPV aprox. aprox.

Peso de ratones: 25 -

Peso de cerdos: 20 kilos
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6. Inmunodifusién doble de Ouchterlony

Establecimiento de controles Positivo para IgY desalado vy Positivo para IgY sin desalar 10
positivos y negativos purificado por SEC en Sephadex mg/mL (10 semanas PV)
G-75 (10 semanas PV)
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Yema de huevo de 74DPV aproxmadamente

( CERDO IgY
: 2 ; Subcutaneo
08 horas

Neutralizacion de suero de cerdo con SARS-CoV 2. Se

admlnlstro 75 mg/kg de lgY ant| RBD de yemas de huevo de
- on un volumen

erzsiﬁrmutmgn

16hrs

SNO3

Neutralizacion de suero de ratén h" .SARS CoV 2. Se
administro 125 mg/kg de IgY anti-RBD de yemas de huevo
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