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DESCRIPCION
Eliminacién de virus contaminantes en preparaciones AVV.
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere a los campos de virologia y terapia genética.

En particular, la invencién se refiere a un método para eliminar virus contaminantes con forma de barra, como por
ejemplo, baculovirus, de preparaciones de virus con una forma esencialmente esférica, como por ejemplo adeno-
vectores viricos asociados a terapias genéticas.

Antecedentes de la invencion

[0002] Por cuestiones de seguridad, se usan virus de replicacion deficiente en la produccion de vectores viricos para
Su uso en terapias genéticas.

Los virus de replicacion deficiente son capaces de infectar una célula humana in vivo y transferir el transgen en la
célula, pero son incapaces por replicarse en la célula por si mismos.

Normalmente esto se consigue eliminando genes viricos que son importantes para la replicacion de virus, como por
ejemplo, los genes rep y cap.

Esto también permite la incorporacién de producto(s) gendmicos de interés en lugar de los genes viricos.

Para generar particulas de virus en una célula huésped, los genes viricos que se eliminan del virus de replicacién
deficiente tienen que proporcionarse separadamente, por ejemplo proporcionando virus auxiliares.

[0003] El virus adeno-asociado (AAV por sus siglas en inglés) es un virus de replicacién no autbnoma que pertenece
a la familia Parvoviridae y constituye una molécula monocatenaria de ADN con un revestimiento icosaédrico externo
de proteina estructural con un didmetro de aprox. 18 a 26 nm.

Los virus AAV de tipo salvaje pueden, o bien integrarse en el genoma de la célula huésped, o bien replicarse en las
células huésped en presencia de un virus auxiliar.

Los adenovirus fueron los primeros en ser identificados como posibles virus auxiliares.

No obstante, también son aptos otros virus auxiliares de mamiferos con forma esencialmente esférica, tales como
los virus del herpes, que son patdégenos para seres humanos y animales.

En los dltimos afios, la produccion de vectores de virus adeno-asociados (AAV) mediante sistemas de expresion
basados en baculovirus en células de insectos (Urabe et al. [[2002] Hum Gene Ther. 13(16):1935-43) ha
experimentado un aumento de popularidad, ya que el sistema es facilmente exportable a aplicaciones industriales de
terapia genética.

En este sistema de produccién se usan normalmente tres baculovirus recombinantes codificando los genes rep de
los AAV, los genes cap de los AAV y el producto génico de interés (transgen ADN) flanqueado por repeticiones
terminales invertidas (ITR por sus siglas en inglés) de AVV.

[0004] Una desventaja significativa asociada a la preparacion de vectores viricos mediante la utilizacion de virus
auxiliares o sistemas de expresion basados en virus es la formacién de una poblacién mezclada de particulas de
producto de virus y virus auxiliares, que tiene que ser sometida a otra purificacion.

La contaminacion de virus, como por ejemplo adenovirus o baculovirus, deber evitarse o minimizarse cuando se
usan vectores viricos en terapia genética, debido a la patogenicidad potencial y/o inmunogenicidad del virus
contaminante.

[0005] Actualmente se conocen en la técnica diferentes métodos para la eliminacion del virus auxiliar, no obstante,
todos ellos presentan desventajas.

Ejemplos de estos métodos son el centrifugado en gradiente de densidad o la inactivacion térmica o una
combinacion de ellos.

No obstante, el centrifugado en gradiente de densidad solo es viable econémicamente en volimenes relativamente
pequefios y por tanto este método no puede realizarse a escala industrial.

La inactivacion térmica se basa en las estabilidades térmicas diferentes de los AAV y los virus auxiliares.

Por ejemplo, el calentamiento de una poblacién mezclada de adenovirus y AAV a 56-65 °C lleva a inactivacion
térmica méas o menos selectiva del virus auxiliar con solo una ligera pérdida en la actividad del AAV.
Desafortunadamente, las proteinas de virus de auxiliar desnaturalizado que todavia estarian presentes en la
muestra y tras su uso en la terapia genética son capaces de evocar una respuesta celular inmune celular en el
paciente (Smith, C. A. et al. (1996) J. Virol., 70, 6733-6740).

[0006] Ademas, se han desarrollado métodos de cromatografia en columna, incluyendo el intercambio iénico
(basado en anidn y/o cation) y la cromatografia de afinidad, para purifican vectores AAV.

Esos métodos tienen como resultado preparaciones altamente enriquecidas de vector AAV, pero no pueden ser
validados por si mismos para mostrar una disminucion suficiente del virus auxiliar que cumpla los requisitos de
regulacion de productos farmacéuticos comercializados.

[0007] Finalmente, en la patente US 6,479,273 se revela que separacion de AAV recombinante y adenovirus, es
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decir, dos virus esencialmente esféricos de diametro sustancialmente diferente, se consigue sometiendo una
solucién que contiene ambos virus a una o varias filtraciones a través de una membrana de filtro con un tamafio de
poro aproximado de 50 nm o una membrana de filtro con un tamafio de poro aproximado de 35 nm. Los rAAV (siglas
en inglés de virus adeno-asociados recombinantes) se describen con un didmetro de aprox. 25 nm y se dice que los
adenovirus tienen un diametro de aprox. 65-90 nm, aunque en la bibliografia se han reportado diametros mayores,
por ejemplo de aproximadamente 100 nm, [Kennedy y Parks (2009) Molecular Therapy 17(10):1664-1666 ;
Berkowitz (2003) WCBP 7th annual meeting January 7-10 2003, San Francisco, CA].

No obstante, los virus contaminantes resultantes de la produccién de vectores AAV mediante un sistema de
expresion basado en baculovirus en células de insecto, se derivan del baculoviridae y por ello tienen forma de barra,
con una longitud de aproximadamente 260 nm y un diametro de aproximadamente 20 nm.

Ya que el AVV (recombinante) es sustancialmente esférico y tiene un diametro de aproximadamente 18 a 26 nm, el
baculovirus presenta parcialmente un tamafio similar (en dos dimensiones) al del virus objetivo.

[0008] La publicacion internacional WO 2010/148143 divulga la purificacion de vectores AAV recombinantes
producida, por ejemplo, en un sistema de baculovirus a partir de contaminantes de los virus auxiliares.

WO 2010/148143 divulga que un proceso opcional para vaciar virus adventicios comprende un filtro de limpieza viral,
como por ejemplo Viresolve® NFR (50 nm), Pall Ultipore® VF (50 nm) y Asahi 70 nm.

[0009] Los requisitos reguladores, por ejemplo la evaluacion de seguridad virica en productos de biotecnologia
derivada de lineas celulares de origen humano o animal (ICH Q5A (R1)) por la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA), requieren que el proceso para la purificacion de un farmaco biol6gico sea capaz de eliminar cualquier virus
sin producto.

La eliminacion de contaminantes viricos se realiza mediante las fases "limpieza viral" o "eliminacién viral" y
normalmente se consigue por cromatografia y/o filtracion de virus.

Las fases del proceso "inactivacion de virus" también se usan para atenuar efectos patégenos potenciales
provocados por virus sin producto.

Este contiene normalmente condiciones fisicas extremas (por ejemplo: pH, temperatura) y/o condiciones quimicas
(por ejemplo: detergentes, disolventes).

Los productos farmacéuticos son normalmente proteinas de menos de aproximadamente 200 kDa y los procesos de
"eliminacion de virus" estan bien establecidos.

No obstante, un tipo relativamente nuevo de productos se refieren a productos de terapia genética que comprenden
virus de unos mil kDa para los cuales no se han documentado correctamente los procesos de "eliminacion de virus".

En particular, no se ha documentado ain un proceso de "eliminacion de virus" donde el producto farmacéutico es un
virus esférico y el contaminante virico es un virus en forma de barra.

[0010] Por lo tanto, hay una necesidad en la técnica de métodos de separacion/purificacién adicional que sean
técnica y econ6micamente viables para su uso a escala industrial y que sean capaces de eliminar parcial o
completamente un virus sin producto de un sistema de expresion basado en virus, a partir de una muestra que
contiene AAV, preferiblemente una muestra de AAV recombinante obtenida de un sistema de expresion basado en
baculovirus.

Asi se reduce la patogenicidad potencial y/o inmunogenicidad del virus sin producto.

En particular existe una necesidad en la técnica de métodos de separacion/purificacion adicional donde el virus sin
producto tiene forma de barra y cuya longitud es varias veces el diametro del AAV, pero cuyo diametro es similar al
del AAV.

Descripcion de la invencién
Breve descripcion de la invencion

[0011] En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para separar una poblaciéon de viriones
parvovirales de una poblacion de viriones baculovirales, donde el método comprende la fase de filtrado de una
muestra que comprende las poblaciones de viriones parvovirales y baculovirales sobre un filtro a través del cual solo
pueden pasar los viriones parvovirales.

Se prefiere que el filtro tenga un tamafio de poro nominal de 30 - 40, nuevamente de forma mas preferible 32 - 38
nm, y de la forma mas preferible de (aproximadamente) 35 nm.

En una forma de realizacion preferida, el parvovirus es un virus adeno-asociado; de forma mas preferible, el
baculovirus es Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcmNPV).

[0012] En una forma de realizacion preferida, el filtro usado en la filtracion de la muestra es un filtro de virus o una
ultrafiltracion.

Se prefiere que el filtro sea de superficie y/o de profundidad.

El filtro usado en un método de la invencion preferiblemente comprende un material seleccionado del grupo
consistente en: celulosa cuproamoénica regenerada, polivinilidenofluoruro, polisulfona, como por ejemplo
polietersulfona, por ejemplo polietersulfona modificada o no modificada, politetrafluoroetileno, polipropileno,
polietersulfona modificada o no modificada, acetato de celulosa, nitrato de celulosa, poliamida o celulosa
regenerada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2558 168 T3

En una forma de realizacion particularmente preferida, el filtro para usar en un método de la invencién comprende
celulosa cuproamonica regenerada, preferiblemente fibras huecas de celulosa cuproamonica regenerada, de forma
mas preferible siendo el filtro una membrana Planova™ 35 (Asahi KASEI;, www.planovafilters.com).

En otra forma de realizacion preferida, el filtro usado en un método de la invencion es un Ultipor™ VF Grade DV50
Virus Removal Filter (Pall Corp. www.pall.com).

[0013] En una forma de realizacién de un método segln la presente invencion, la muestra esta sujeta un filtrado
usando dos o mas filtros.

[0014] En un método seguln la invencién, la muestra puede ser prepurificada antes de la fase de filtracion utilizando
un método seleccionado del grupo consistente en un gradiente de densidad, una prefiltracién, una fase de
cromatografia, preferiblemente cromatografia de afinidad y/o cromatografia de intercambio de iones y combinaciones
de estos métodos.

Es preferible llevar a cabo la prefiltracion mediante un filtro con un tamafio de poro de 70 - 200 nm.

Preferiblemente, el pH de la muestra que va a ser sometida a un método de la invencién es de 6 a 10,
preferiblemente de 7 a 9, de forma mas preferible de 7,5 a 8,5, de la forma mas preferible aproximadamente 8.

En una forma de realizacion de la invencion, se filtra de 1 a 200 ml de muestra por 1 cm® de superficie de filtro de
virus, preferiblemente 80 a 120 ml por 1 cm?.

Definiciones

[0015] EI término "virus" como se utiliza en este caso abarca no solo virus de origen natural o virus que han sido
alterados por manipulacion genética, es decir, virus recombinantes denominados, sino también particulas de virus,
es decir, virus infecciosos y no infecciosos, particulas tipo virus ("VLP" por sus siglas en inglés), tales como
particulas tipo papilomavirus conforme a WO 96/11272, y capsidas que contienen &cidos nucleicos, pero también
pueden vaciarse, y partirse, en particular, una o varias veces, preferiblemente en diferentes subunidades o
capsomeros, especialmente cuando diferentes capsémeros se asocian o combinan de manera que constituyen al
menos aprox. el 50%, preferiblemente al menos el 80%, especialmente aprox. el 90%, de la capsida.

Los virus que se retiran de la mezcla tienen, en particular, una estructura en forma de barra esencialmente no
esférica mientras que los virus que son el producto farmacéutico esencialmente tienen una forma esférica,
preferiblemente icosaédrica.

Se entiende ademas que el término "virus" puede referirse a una poblacion de viriones de este virus, preferiblemente
una poblacion homogénea del virus.

Asi, el término "parvovirus" puede referirse a una poblacién de viriones parvovirales, preferiblemente a una poblacion
homogénea de viriones parvovirales.

[0016] Los virus de la familia Parvoviridae son pequerios virus de ADN animal.

La familia Parvoviridae se puede dividir en dos subfamilias: el Parvovirinae, que infecta a vertebrados, y el
Densovirinae, que infecta a insectos.

Los miembros de la subfamilia Parvovirinae son aqui referidos como parvovirus e incluyen el género Dependovirus.
Como se puede deducir del nombre de su género, miembros del Dependovirus son Unicos en el sentido de que
normalmente requieren una coinfeccién con un virus auxiliar como el adenovirus o el virus del herpes para infectar
de forma productiva el cultivo celular.

[0017] El género Dependovirus incluye virus adeno-asociados (AAV), que infectan normalmente a seres humanos
(por ejemplo, serotipos 1, 2, 3A, 3B, 4, 5, y 6) o primates (por ejemplo, serotipos 1 y 4), y virus relacionados que
infectan a otros animales de sangre caliente (por ejemplo, adeno-virus asociados bovinos, caninos, equinos y
ovinos).

Hoy es posible diferenciar entre los tipos serolégicamente distinguibles de al menos AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4,
AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8 y AAV-9.

Los vectores AAV constituyen un monocatenario de ADN con un revestimiento icosaédrico externo de proteina
estructural con un diametro de 18 a 26 nm, por lo general de aproximadamente 25 nm.

Se describe mas informacidon sobre el parvovirus y otros miembros del Parvoviridae en Kenneth |. Berns,
"Parvoviridae: The Viruses and Their Replication," Capitulo 69 de Fields Virology (3d Ed. 1996 ).

Por conveniencia, la presente invencion es posteriormente ejemplificada y descrita aqui por referencia a los AAV.

No obstante, se entiende que la invencién no esta limitada a los AAV pero puede igualmente aplicarse a otros
parvovirus.

También se entiende que la invencién se extiende a virus quiméricos AAV, que comprenden proteinas capsidas
guiméricas y/o virus hibridos AAV (o virus pseudotipados) que también tienen un tamafo similar como al de los
parvovirus de tipo salvaje (18 - 26 nm de diametro).

Se da una descripcion y algunos ejemplos en WO0028004.

Los ejemplos de virus quiméricos y/o hibridos AVV son para ejemplificar los AAV2/1, AAV2/3, AAV2/4, AAV2/5,
AAV2/5.2, AAV2/6, AAV2/7, AAV2/8 y AAV2/9.

[0018] El genoma AAV consiste en proteinas codificadoras de genes rep necesarios para la replicacion del virus y
genes cap que codifican las proteinas estructurales viricas.
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Uno o varios de los genes rep necesarios para la replicaciéon (por ejemplo: rep 40, rep 52, rep 68 y/o rep 78) o los
genes cap que se necesitan para la estructura capsida (por ejemplo: VP-1, VP-2 y/o VP-3) pueden, por ejemplo, ser
sustituidos en el virus con un transgen cuando se preparan vectores adeno-asociados.

Las regiones ITR que estan todavia presentes en los extremos 5' y 3' son necesarias, como elementos activos en
cis, para el embalaje del transgen en particulas AAV recombinantes infecciosas y para la replicacion del ADN del
genoma del AAV recombinante (Kotin, R. M. (1994) Hum Gene Ther. 5(7):793-801 ). Un "vector AVV recombinante
parvoviral " (o "vector rAAV" ) se refiere aqui a un vector que comprende una o varias secuencias polinucleétidas de
interés, genes de interés o "transgenes" que se flanquean por secuencias de repeticién de terminal invertido AAV o
parvoviral (ITR). Estos vectores rAAV se pueden replicar y empaquetar en particulas viricas infecciosas cuando
estan presentes en una célula huésped de insecto que expresa productos génicos rep y cap (es decir, proteinas Rep
y Cap AAV).

Cuando un vector rAAV se incorpora a una construccion de acido nucleico mas grande (por ejemplo en un
cromosoma 0 en otro vector como un plasmido o un baculovirus usado para clonacion o transfeccion), entonces el
vector rAAV normalmente es referido como un "pro-vector" que puede ser “"rescatado" por replicacion y
encapsidacién en presencia de las funciones de embalaje AAV y funciones de auxiliar necesarias.

[0019] Una "célula de insecto” tal y como se utiliza en este caso se refiere a una célula de insecto que permite la
replicacién de un vector parvoviral recombinante (rAAV) y que se puede mantener en el cultivo.

Por ejemplo, la linea celular usada puede ser Spodoptera frugiperda, lineas celulares de drosophila, o lineas
celulares de mosquito, por ejemplo, lineas celulares derivadas de Aedes albopictus.

Las células de insecto preferidas o lineas celulares son células de las especies de insecto susceptibles a infeccién
por baculovirus, incluyendo por ejemplo €301, SelzD2109, SeUCR1, Sf9, Sfo00+, Sf21, BTI-TN-5B1-4, MG-1,
Tn368, HzAm1, Ha2302, Hz2ES5, High Five (Invitrogen, CA, USA) y expresSF+® a (US 6,103,526 ; Protein Sciences
Corp., CT, USA).

Las condiciones de crecimiento para células de insecto en cultivo, y la produccion de productos heterélogos en las
células de insecto en cultivo son bien conocidas en la técnica y descritas por ejemplo en las siguientes referencias
en ingenieria molecular de células de insectos. La metodologia para ingenieria molecular y expresion de polipéptidos
en las células de insecto se describe, por ejemplo, en Summers y Smith. 1986.

A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and Insect Culture Procedures, Texas Agricultural Experimental Station
Bull. N. 7555, College Station, Tex .; Luckow. 1991.

En Prokop et al., Cloning and Expression of Heterologous Genes in Insect Cells with Baculovirus Vectors'
Recombinant DNA Technology and Applications, 97-152 ; King, L. A. and R. D. Possee, 1992, The baculovirus
expression system, Chapman and Hall, United Kingdom ; O'Reilly, D. R., L. K. Miller, V. A. Luckow, 1992,
Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual, Nueva York ; W. H. Freeman and Richardson, C. D., 1995,
Baculovirus Expression Protocols, Methods in Molecular Biology, volumen 39 ; US 4,745,051 ; US2003148506 ; y
WO 03/074714.

Descripcion detallada de la invencion

[0020] Se puede producir un RAAV recombinante en las células de insecto que utilizan un sistema de expresion
basado en baculovirus, donde la célula de insecto se infecta con tres baculovirus recombinantes que albergan el
vector AAV rep y cap.

Cuando las células de insecto infectado son cultivadas, los genes AVV de proteina no estructural y los genes AVV
de proteina estructural son expresados, el transgen ADN se replica y las particulas AAV recombinantes (particulas
rAAV) se empaqguetan y ensamblan.

Las particulas rAAV contienen el/los producto(s) de gen de interés (el/los transgen(es)), que es/son flanqueado(s) a
ambos extremos por las regiones ITR, en forma de ADN monocatenario.

Al mismo tiempo, el baculovirus recombinante se replica en estas células, algo que generalmente termina en la lisis y
muerte de las células infectadas después de unos pocos dias.

Los virus resultantes (baculovirus y particulas rAAV) son en parte liberados en el sobrenadante de cultivo celular o lo
gue queda en las células lisadas.

Por esta razoén, las células se rompen generalmente usando métodos de ruptura celular que son conocidos por los
expertos en la técnica, tales como congelacion y descongelacion alternativa o por medio de hidrélisis enzimatica, por
ejemplo con tripsina, con el fin de lograr una liberacion esencialmente completa del virus o mediante lisis con
detergente.

[0021] Una desventaja significativa asociada a la preparacion de vectores viricos que utilizan un sistema de
expresion basado en virus, como un sistema de expresion basado en baculovirus o utilizando un sistema de virus
auxiliar, es la formacion de una poblacion mezclada de particulas de producto de virus y virus sin producto, cuya
poblacion tiene que ser sometida a otra purificacion.

Por conveniencia, el palabra "virus auxiliar" se utiliza en este caso para indicarlos 'verdaderos' virus auxiliares
usados en la produccion de AAV, como por ejemplo el adenovirus o el virus del herpes, o el baculovirus, aunque no
esta claro aun si el baculovirus tiene funciones auxiliares o solo lleva los genes AAV a las células de insecto.

Se debe evitar la contaminacion de baculovirus cuando se usan vectores viricos en terapias genéticas debido a
patogenicidad potencial o inmunogenicidad del baculovirus.
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[0022] Por lo tanto, la presente invencién proporciona un método de separacion/purificacién que es apta, por
ejemplo, para obtener un producto parvoviral aprobado por el organismo regulador, que es técnica y
econémicamente viable a escala industrial y que es capaz de demostrar la reduccion, preferiblemente la eliminacion,
de un virus en forma de barra en una muestra de virus que comprende particulas de virus en forma de barra y
particulas de virus esencialmente esféricas, en especial donde las particulas de virus en forma de barra tienen un
diametro similar al de las particulas parvovirales (es decir, las particulas de virus en forma de barra son similares en
dos dimensiones, pero no en la tercera dimension, que debe ser mayor), de modo que la patogenicidad potencial y/o
inmunogenicidad del virus auxiliar es reducida.

Se apreciara por los expertos en la técnica que esto es dificil y no es probable que una mezcla de virus con y sin
producto teniendo ambos virus un tamafio similar en dos dimensiones se pueda separar por técnicas de filtracion,
preferentemente a niveles altos.

[0023] Por lo tanto, se describe un método para la separacion de dos poblaciones de viriones en una muestra,
preferiblemente en el que una poblacion de viriones comprende viriones que son de una forma esencialmente
esférica y la otra poblacién de viriones comprende viriones que son de una forma similar a una barra, el método que
comprende la etapa de la filtracion de una muestra que comprende ambas poblaciones de viriones sobre un filtro a
través del cual pueden pasar solo los viriones de una forma esencialmente esférica.

Preferiblemente, el virus que tiene forma de barra tiene una proporcion de al menos 4:1.

También se prefiere que el diametro del virus en forma de barra y el diAmetro de la forma esencialmente esférica no
difieran mas de 12 nm.

Se prefiere que el virus esencialmente esférico es un parvovirus y que el virus en forma de barra es un baculovirus.
En particular, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para separar una poblacion de
viriones parvovirales de una poblacion de viriones baculovirales, donde el método comprende la fase de filtrado de
una muestra que contiene las poblaciones de viriones parvovirales y baculovirales sobre un filtro a través del cual
solo pueden pasar los viriones parvovirales, donde el filtro tiene un tamafio de poro nominal de 30 - 40 nm.

[0024] EI término "separar" tal y como se utiliza en este caso no implica que ambas particulas separadas sean
recuperadas de la muestra.

El término "separar" tal y como se utiliza en este caso indica la eliminacién parcial o total de las particulas de virus
en forma de barra de la muestra, y reducen por lo tanto la contaminacién del virus en forma de barra en la muestra
de particulas del virus esencialmente esférico.

Asi, la separacion se puede entender como una purificacion de las particulas de virus esencialmente esféricas en la
muestra.

En el caso de los baculovirus y parvovirus, se puede decir que el término "separar"” tal y como se utiliza en este caso
indica la eliminacién parcial o total del baculovirus de la muestra, y reducen por lo tanto la contaminacién del
baculovirus en la muestra que comprende parvovirus.

En este caso, la purificacion implica la separacion del parvovirus de la muestra.

[0025] El filtrado es una operacion fisica que se usa para separar por ejemplo solidos de solidos de diferente tamafio
o de fluidos, al interponer un medio por el cual solo los sélidos con un tamafio inferior a un limite de tamafio dado o
el fluido pueden pasar.

Los sélidos sobredimensionados de la muestra se retienen en el mecanismo de alimentacion.

El fluido, incluyendo los sélidos que han pasado a través del filtro, se pueden referir como filtrado o permeado.

[0026] El proceso de "eliminacion de virus" aplicado en la presente invencion se produce por "filtracién", también
conocido como "filtracién de virus". La "filtracion de virus" se entiende como la separacion de un producto
farmacéutico de un contaminante virico mediante un filtro, como un filtro de virus o una ultrafiltracion.

Se entiende que el producto farmacéutico mismo también puede ser un virus, tal como un vector virico (terapia
genética).

[0027] La filtracion de virus es una tecnologia de filtracion donde se usa una membrana con un tamafio de poro
nominal en la escala del nanémetro.

Los filtros de virus y ultrafiltros normalmente comprenden membranas con un tamafio de poro nominal en el rango de
30 nanémetros - 1 micrémetro o un peso molecular cortado (MWCO por sus siglas en inglés) en el rango de 10.000 -
750.000 Dalton, preferiblemente en el rango de 10.000 - 500.000 Dalton, de forma mas preferible en el rango de
10.000 - 100.000 Dalton.

La clasificacion del tipo de filtro depende de estructura, material, y vendedor de la membrana.

También el tipo de uso podria determinar la clasificacion.

Se pueden usar ultrafiltros en una modo de filtracion de flujo tangencial (TFF por sus siglas en inglés), (también
conocido como filtracion de flujo de cruce; durante la recirculacion del fluido de alimentacion que comprende la
muestra es paralelo al filtro y solo una parte del fluido de alimentacién que comprende la muestra se usa para la
produccién de filtrado, la parte mas grande del fluido de alimentacion dejara el médulo sin cruzar el filtro) o se usan
como un filtro de callején sin salida (toda la muestra se pasa a través del filtro).

Un experto en la técnica entendera muy bien esta terminologia.
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[0028] En la filtracion de virus se usa normalmente una diferencia de presion sobre la membrana: presién de
transmembrana (caida de presion a través de la membrana) de entre 0,02 y 0,8 MPa, preferiblemente entre 0,02 y
0,1 MPa.

La diferencia de presion se puede llevar a cabo por la velocidad de flujo aplicada a la muestra (es decir, por una
bomba).

Cuando el filtro se acciona en modo TFF , una presion de transmembrana también se modula sometiendo la muestra
a presién antes de la membrana por estrechamiento de la linea de retencién, o después de la membrana (es decir,
en el filtrado) usando una bomba.

Estas operaciones pueden determinarse facilmente por un experto en la técnica.

[0029] En una forma de realizacion preferida de la invencién, la poblacion de viriones que tienen una forma
esencialmente esférica son viriones que tienen simetria icosaédrica y un diametro de aproximadamente 18-25 nm.
Asi, en una forma de realizacién preferida de la presente invencion, la poblacion de viriones que tiene una forma
esencialmente esférica es una poblacion de viriones parvovirales, preferiblemente virus adeno-asociados.

[0030] La "proporcion” de una forma es la proporcion de su dimensidon mas larga a su dimensién mas corta.

De este modo los objetos simétricos son descritos por solo 2 mediciones, como la longitud y diametro de una barra.
Alternativamente o en combinacion con cualquiera de las otras formas de realizacion de la presente invencion, en
una forma de realizacion preferida de la invencion la proporcion del virus con forma de barra es al menos 4:1,
preferiblemente al menos 5:1, de forma mas preferible al menos 6:1, al menos 7:1, al menos 8:1, al menos 9:1, al
menos 10:1, al menos 11:1 al menos 12:1, o aproximadamente 13:1.

En una poblacidon de viriones conformados en forma de barra, tal como baculovirus, que son separados utilizando un
método de la invencion, preferiblemente los viriones tienen un diametro de 18 - 30 nm, de forma més preferible 20 -
27 nm, de forma mas preferible 20 - 25 nm, de forma mas preferible 20 - 23 nm y una longitud de 70 nm - 300 nm,
preferiblemente de 80 nm - 280 nm, 90 nm - 260 nm, 100 nm - 260 nm, 120 nm - 260 nm, 140 nm - 260 nm, 160 nm
- 260 nm, 180 nm - 260 nm, 200 nm - 260 nm, 220 nm - 260 nm, 240 nm - 260 nm.

De forma més preferible, los viriones tienen un didmetro de 20 - 23 nm y una longitud de 180 - 280 nm, en particular
un didmetro de aproximadamente 20 nm y una longitud de aproximadamente 120-260 nm.

[0031] Una poblacién de viriones conformados en forma de barra de la presente invencion es preferiblemente una
poblacién de viriones que pertenecen a la familia del baculoviridae.

El nombre baculoviridae fue propuesto debido a la forma de barra de sus viriones, que se deriva del latin baculum =
bastoén, cafa, baculo.

El baculovirus mejor estudiado es el virus Autographa californica mononucleo polyhedrosis (AcmNPV), que es de
forma asimétrica y tiene un diametro de aproximadamente 20 - 120-260 nm (es decir, aproximadamente 20 nm en
dos dimensiones y aproximadamente 120-260 nm en la tercera demencia, o alternativamente y dicho de forma mas
preferible: tiene un diametro de aproximadamente 20 nm y una longitud de aproximadamente 120-260 nm).

Los virus que se clasifican como género baculoviridae son Alphabaculoviruses, Betabaculoviruses,
Deltabaculoviruses y Gammabaculoviruses y sus miembros respectivos son el lepidoptero NPV, ledidéptero GV,
himenoptero NPV y el diptero NPV.

Ya que distintos baculovirus han sido determinados para tener un genoma de diferente longitud, se sugiere que
longitud de la capsida puede ser flexible en respuesta a la longitud de genoma que varia entre 80 kb y 160 kb.

Los ejemplos de baculovirus que podrian separarse de una poblacion de viriones parvovirales tal y como se define
aqui utilizando un método de la presente invencidn se proporcionan en la tabla 1 (basados en Baculovirus Molecular
Biology de G.F. Rohrmann; segunda edicién; 26 de enero de 2011, capitulo 1: "Introduction to the baculoviruses and
their taxonomy").

Tabla 1: tamafio del genoma y prediccion del contenido ORF* en baculovirus seleccionados

Tipo de virus Nombre del | Referencia Tamafo Marco abierto de
virus (kb) lectura u ORF(>50
aa)
Grupo | (12 | EppoMNPV Hyink O. et al; J Gen Virol. | 119 136
miembros)** 2002,83(Pt 4):957-71. [PubMed]
AnpeNPV Fan Q. et al; Virology. | 126 145
2007;366(2):304-15 . [PubMed]
AcMNPV Ayres M.D. et al; \Virology. | 134 ~150
1994,202:586-605 . [PubMed]
Grupo I (16 | AdhoNPV Nakai M. et al; Virology. | 113 125
miembros) 2003;316(1):171-83 . [PubMed]
SeMNPV likel W.FJ. et al.; J. Gen. Virol. | 136 139
1999;80:3289- 3304 . [PubMed]
AgseNPV Jakubowska A.K. et al.; J Gen Virol. | 148 153
2006;87(Pt 3):537-51 . [PubMed]
LdMNPV Kuzio J. et al.; Virology. 1999;253:17- | 161 163
34 . [PubMed]
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LeseNPV Xiao H., Qi Y., Virus Genes. | 168 169
2007;35(3):845-56 . [PubMed]
GV (10 members)_ AdorGV Wormleaton S., Kuzio J., Winstanley | 100 119
D.; Virology. 2003;311(2):350-65
[PubMed]
CrleGV Lange M., Jehle J.A.; Virology. | 111 124
2003;317(2):220- 36 . [PubMed]
CpGV Luque T. et al; J Gen Virol. | 124 143
2001;82(Pt 10):2531- 47 . [PubMed]
XecnGV Hayakawa T. et al; Virology. | 179 181
1999;262:277-297 . [PubMed]
Hmenopteros NPV | NeleNPV Lauzon H.A. et al.; J Gen Virol. | 82 89
(3 miembros) 2005;86:945-61 . [PubMed]
NeabNPV Duffy S.P. et al; J \Virol | 84 93
2006;80(14):6952-63. [PubMed]
NeseNPV Garcia-Maruniak A. et al.; J Virol. | 86 90
2004;78(13): 7036-51 . [PubMed]
Dipteros NPV (1 | CuniNPV Afonso C.L. et al; J Virol. | 108 109
miembro) 2001;75:11157-65 . [PubMed]

*Seleccionados a partir de unas 40 secuencias de genoma (2008); **Los numeros entre paréntesis indican el
numero total de genomas en la categoria; grupo 1: uno de dos linajes mayores de lepiddptero NPV; este se distingue
de otros baculovirus usando una proteina de fusion de revestimiento diferente, gp64.

Otros genes son también Unicos a este linaje; grupo 2: uno de dos linajes mayores de lepidéptero NPV; los
miembros usan una proteina de fusion (F) para iniciar la infeccion; GV: Virus granulosos: un linaje de baculovirus
patégeno para lepidopteros, que normalmente tienen un UGnico viribn por cuerpo de oclusion en forma de ovoide;
NPV: virus de poliedrosis nuclear: el tipo mas distribuido de baculovirus.

Los NPV se replican en el nicleo y normalmente producen cuerpos de oclusién en forma de poliedro que contienen
mas de un virion.

[0032] En una forma de realizacion preferida de la invencidn, la poblacién de viriones baculovirales es una poblacion
de Autographa californica multicapsid nucleopolihedrovirus (AcmNPV).

En los sistemas de produccion AAV, el baculovirus elegido es Autographa californica multiple nucleopolyhedrosis
virus (AcmNPV).

AcmNPV es el baculovirus més estudiado.

El virus fue originalmente aislado del bobinador alfalfa (un lepidéptero) y contiene un 134 kbp de genoma con 154
marcos de lectura abiertos.

La proteina mayor de capsida VP39 junto con algunas proteinas menores forma un nucleocapsido en forma de barra
(21 nm x 260 nm) que incluye el ADN con una proteina p6.9.

En el proceso de produccion de AAV en el que media el baculovirus, siete de los genes actualmente seleccionado
para replicacion AAV parecen estar relacionados con la replicacion de baculovirus (lef-1, lef-2, lef -11, dna-pol, lef -3,
lef -7, y dbp, y tres se han descrito como factores de transactivacion de codificacion (p35, ie-1, ie-2).

[0033] En una forma de realizacién preferida de la invencion, el diametro del virion en forma de barra y el diametro
del virién con forma esencialmente esférica difieren menos de 12 nm en tamario, preferiblemente menos de 11, 10,
9, 8, 7, 6,5 nm, por lo cual el virién con forma esférica preferiblemente tiene el mayor diametro de los dos.

Asi, por ejemplo, en la forma de realizacion preferida de la invencion donde una poblacion de viriones parvovirales
es separada de una poblacion de viriones baculovirales, preferiblemente virus adeno-asociados, los dos tipos de
viriones son de tamafio parcialmente similar, ya que el diametro de un parvovirus (por ejemplo AAV) y un baculovirus
(en dos dimensiones) difieren menos de 5 nm.

[0034] Un filtro para usar en la presente invencion es una membrana con un tamafio de poro nominal de
preferiblemente 1,2 a 3,3 veces el diametro del virus en forma de barra (es decir, el diametro de la dimensién mas
corta, no la longitud del virus con forma de barra).

Los términos, "tamafio de poro" "tasa de eliminacion”, "tasa efectiva" "tamafio nominal de poro" o "poro que permite
a las particulas con un tamafio minimo especifico ser eliminadas" como se usan por diferentes fabricantes de filtros,
son términos equivalentes con motivo de la presente invencion y aqui se pueden usar de forma intercambiable.

[0035] Preferiblemente, la membrana tiene un tamafio de los poro de al menos 1,3, 1,4, 1,5 veces el didmetro del
virus en forma de barra pero menor que 3,2, 3,1, 3,0, 2,9, 2,7, 2,5, 2,3, 2,1, 1,9, 1,8 veces el diametro del virus en
forma de barra.

De forma mas preferible, la membrana tiene un tamafio de poro de 1,6 a 1,7 veces el diametro del virus en forma de
barra.

En una forma de realizacion preferida, el filtro usado en un método de la presente invencion tiene un tamafio de poro
de 30 a 40 nm, de forma mas preferible 32 a 38 nm, de forma aln mas preferible 34 a 36 nm, de la forma mas
preferible 35 nm.
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Un ejemplo de un filtro de virus tiene un tamafio de poro de 35 nm, como por ejemplo la membrana Asahi-Kasai
Planova 35N (www.planovafilters.com). En otra forma de realizacion preferida, el filtro para usar en un método de la
invencion es un Ultipor™ VF Grade DV50 Virus Removal Filter (Pall Corp.; www.pall.com).

[0036] En una forma de realizacion preferida, un filtro para usar en la presente invencién es un filtro de virus o un
ultrafiltro.

Un filtro de virus es normalmente un filtro donde los poros tienen un tamafio en la escala nandémetrica.
Preferiblemente, un filtro de virus es un filtro donde los poros tienen un tamafio en la escala nanométrica y donde las
fibras tienen poros asimétricos en estos, que capturan particulas de ciertos tamafos y dejan pasar particulas
menores a través de él.

Ejemplos de filtros de virus que se pueden emplear en la presente invencién son la membrana Planova 35N.
Ejemplos de ultrafiltros son Pellicon 2 o Pellicon 3 (Millipore), Sartocon (Sartorius) y Centracette (Pall).

[0037] En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, el filtro, por ejemplo un filtro Planova 35N,
emplea una superficie 0 mecanismo de profundidad o una combinacion de ambos para la discriminacién de los virus
de diferentes morfologias.

La filtracion en la superficie se basa en el tamafio de poro e implica que, durante la filtracion, las particulas con un
diametro mayor que el diametro de poro se retienen en la superficie en el lado "que fluye" del filtro y se forma un
"bloque”.

En cambio, en la filtracién de profundidad se retienen particulas dentro del filtro medio debido a la composicién de la
capa de fibra individual: normalmente en el flujo lateral la capa consiste en fibras gruesas y fuera del flujo lateral la
capa consiste en fibras finas.

Los filtros de profundidad son la variedad de filtros que usan un medio de filtracion porosa para retener particulas a
lo largo de todo el medio, justo antes de la superficie del medio.

Estos filtros se usan normalmente cuando el fluido a filtrar contiene una alta carga de particulas porque, con
respecto a otros tipos de filtros, pueden retener una gran masa de particulas antes de quedar bloqueadas.

[0038] Cabe sefialar que se entiende "la membrana de filtro" como el material de filtro real que realiza el tamizado en
todos filtros.

Ventajosamente, las membranas de filtro usadas son compuestos por celulosa preferentemente regenerada, por
ejemplo celulosa cuproaménica regenerada, preferiblemente fibras huecas de celulosa cuproaménica regenerada,
pero otros materiales adecuados son el polivinilidenofluoruro, politetrafluoroetileno, polipropileno, sulfona de poliéter
modificada o no modificada, acetato de celulosa, nitrato de celulosa o poliamida.

Ejemplos de tales membranas con un tamafio de poro que permite la eliminaciéon de particulas con un tamafio de
aprox. de 40-400 nm son las membranas Ultipor VF Pall GmbH, 63303 Dreieich, que tienen tamafios de poro
nominales de aproximadamente 50 nm o 20 nm, las membranas microporosas Asahi Chemical's Bemberg de Asahi
Chemical Industry Ltd., Tokio, Japon, que tienen tamafios de poro nominales de aprox. 15, 19, 35 0 72 nm, o las
membranas correspondientes de otros fabricantes, como Sartorius AG, 37075 Gottingen o Schleicher y Schuell
GmbH, 37582 Dassel.

En una forma de realizacién preferida de la invencion, el filtro comprende celulosa cuproaménica regenerada,
polivinilidenofluoruro, polisulfona, politetrafluoroetileno, polipropileno, sulfona de poliéter modificada o no modificada,
acetato de celulosa, nitrato de celulosa, poliamida o celulosa regenerada, preferiblemente donde el filtro contiene
fibras huecas de celilosa cuproamonica regenerada o polivinilidenofluoruro.

[0039] Un método de la presente invencion es especialmente adecuado para purificar una poblacion de viriones
parvovirales a partir de una poblacion de viriones baculovirales.

De hecho, un filtro de virus con un tamafio de poro de 35 nm, por ejemplo la membrana Asahi-Kasai Planova 35N,
es particularmente ventajosa en un método de la invencion para separar particulas rAAV y baculovirus.

En especial estos filtros hacen posible no solo la eliminacién esencialmente cuantitativa de baculovirus infecciosos
de al menos 5 logaritmo 10 de la poblacion mezclada sino también el conseguir un rendimiento elevado de
aproximadamente > 90%, de particulas rAAV.

[0040] Una reduccidn en la graduacién de un virus en forma de barra, es decir, el factor por el que la graduacion del
virus a eliminar disminuye, es preferiblemente de al menos 5 registros, por ejemplo después de que una poblacion
mezclada de viriones rAAV vy viriones baculovirales 10x105 hayan sido separados conforme a un método de la
invencion, ninguno de los viriones baculovirales fueron luego detectados en el filtrado.

Preferiblemente, la reduccién en la graduacion de un virus en forma de barra que se consigue por un método de la
invencion de al menos 5.5 registros, al menos 6 registros, al menos 6.5 registros, al menos 7 registros, al menos 8
registros, al menos 9 registros, de la forma mas preferible al menos 10 registros.

La graduacion se puede determinar por métodos generales conocidos en la técnica, como por ejemplo por un
ensayo de dosis infecciosa en cultivo de tejidos al 50% (TCID50).

Por ejemplo, la graduacién de baculovirus infecciosos de una poblacion de viriones baculovirales en una muestra se
puede determinar usando un ensayo TCID50.

Este método se basa en la infeccion de monocapas de células de insecto Sf9 con baculovirus infecciosos en una
muestra de control positiva.

Se diluye en serie la muestra de control positiva en el medio de cultivo utilizado para infectar las células.
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Las células se incuban a +28°C durante 7 dias.

Posteriormente, los sobrenadantes se transfieren a placas recién preparadas con monocapas de células de insecto
Sf9 y se incuban incubados a +28°C durante 7 dias.

Al producirse infeccion, las células infectadas no son capaces de permanecer unidas entre si y a la superficie de
placa y forman células sueltas, es decir, que muestran efecto citopatdgeno (CPE), que se pueden observar al
microscopio.

La graduacién en el registro 10 TCID50/ml se calcula utilizando el método Spearman-Karber.

[0041] Preferiblemente, al menos el 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 90%, 93%, 95%, 97%, 99% de la
poblacién de viriones de forma esencialmente esférica se recuperan utilizando un método de la invencion.

Asi, preferiblemente al menos el 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 90%, 93%, 95%, 97%, 99% de la poblacién
de viriones de forma esencialmente esférica se recuperan en el eluido (o filtrado).

[0042] En una forma de realizacién preferida de la invencion, la muestra se filtra a través de dos o mas filtros.

[0043] Una muestra que comprende las poblaciones de viriones es separada normalmente de un sobrenadante del
cultivo (por ejemplo, el medio de cultivo) desde un sistema de expresion basado en virus, por ejemplo, en un cultivo
de células de insecto que producen viriones AAV, células de insecto de un sistema de expresion basado en virus
para producir viriones AAV, o una combinacién de sobrenadante del cultivo y células de insecto.

Preferiblemente, la muestra esta sujeta a ciclos de congelacién-descongelacion antes de usarse en un método de la
presente invencion.

De forma mas preferible, la muestra esta sujeta a una prepurificacion previa a su uso en el método de la presente
invencion.

Este puede aumentar el rendimiento a través de la filtracién de la poblacion de viriones de forma esencialmente
esférica (por ejemplo, los viriones parvovirales, preferiblemente AAV) y también se cree que es ventajoso para la
duracion de la vida util del filtro.

Asi, en una forma de realizacion preferida, la muestra esta libre de contaminantes celulares.

[0044] Asi, en una forma de realizacidon preferida, el método comprende la prepurificacion de la muestra
comprendiendo las poblaciones de viriones, por ejemplo, mediante centrifugado, uno o varios gradientes de
densidad, prefiltracion y/o cromatografia.

Preferiblemente, la muestra se prepurifica en caso de que la muestra sea, por ejemplo, un sobrenadante de un
cultivo rAAV, por ejemplo por prefiltracion para eliminar particulas mayores y donde el baculovirus y las particulas
rAAV se retienen en el filtrado.

Ventajosamente, una prefiltracion, como se describe detalladamente mas abajo, se realiza antes de la separacion
real de las poblaciones de viriones como se describe anteriormente aqui.

En una forma de realizacién preferida, la muestra es prepurificada utilizando un método seleccionado del grupo
consistente en un gradiente de densidad, una prefiltracion, una fase de cromatografia, preferiblemente cromatografia
de afinidad y/o cromatografia de intercambio de iones, y combinaciones de estos métodos.

Ejemplos de tales métodos de purificacion incluyen Brument et. al., 2002, Molecular Therapy, Kaluduv et. al., 2002,
Human Gene Therapy, Potter et. al., 2002, Methods in Enzymology y Cecchini et. al., 2010, Human gene therapy.
Preferiblemente, la prepurificacion comprende el gradiente de densidad y una o varias prefiltraciones y/o fases de
centrifugado.

Preferiblemente, la prepurificacion comprende una o varias prefiltraciones en combinacién con una o varias fases de
cromatografia.

[0045] Se le da una preferencia particular a una prepurificacion de la muestra usando uno o varios filtros de
membrana que permiten que las poblaciones de viriones a separar separada pasen pero que sin embargo retengan
las mayores impurezas.

En general, la prepurificacion impide o hace mas dificil el bloqueo del filtro usado en un método de la invencion que
contribuye a la separacion posterior de las poblaciones en forma de barra y viriones esencialmente esféricos.

Se puede bloquear el filtro durante la separacion de las poblaciones de viriones por constituyentes del cultivo de
virus en la muestra que son no eliminados, o no son adecuadamente eliminados, previo sometimiento de la muestra
a un método de la invencion.

El centrifugado a baja velocidad puede no ser suficiente para eliminar adecuadamente tales constituyentes, por lo
tanto se prefiere otra prepurificacién de la muestra para minimizar el bloqueo del filtro.

[0046] Preferiblemente la prepurificacion se realiza por prefiltracion.

El filtro de membrana para la prepurificacion de una muestra que comprende AAV y baculovirus y que es sometido a
un método de la invencion, tiene preferiblemente un tamafio de poro de 70 a 200 nm, de forma mas preferible de 80
a 180 nm, de 90 a 150 nm, de 100 a 130 nm.

Por ejemplo, un filtro de membrana con un tamafio de poro de aproximadamente 100 nm, tal como el filtro Ultipor
N66 (Pall GmbH, 63303 Dreieich), es particularmente adecuado para la prepurificacion de una poblacién mezclada
de particulas rAAV y baculovirus.

Asi, en una forma de realizacion preferida, la prefiltracion se efectlia mediante un filtro con un tamafio de poro de 70
a 200 nm.
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[0047] Los métodos adecuados y los medios para la prepurificacion dependen del filtro que se usa en el método de
la invencion para separar las poblaciones de viriones parvovirales y baculovirales como se ha descrito anteriormente
aqui, y pueden ser evaluados por el experto en la materia.

Las condiciones después de la prepurificacion deben ser de modo que 1) el filtro permanezca integral, 2) el
parvovirus sea estable, 3) las concentraciones de sal sean cercanas a lo fisiolégico y 4) la caida de presién sobre el
filtro no sea tan grande que cause que el parvovirus (por ejemplo AAV) sea una lisis y asi ya no sea funcional.

[0048] En otra forma de realizacién preferida, el pH de la muestra es de 6 a 10, preferiblemente de 7 a 9, de forma
mas preferible de 7,5 a 8,5, en particular aproximadamente 8,0.

Si es necesario, el pH de la muestra se ajusta con tampones adecuados, por ejemplo tampones Tris/HCI
(tris(hidroximetil)amina-metano), al pH como se especifica anteriormente.

Preferiblemente, el pH de la muestra es aproximadamente 8.0, ya que produce un buen rendimiento de AAV
después de la filtracién.

[0049] En una forma de realizacion preferida de la invencion, la muestra tiene pH de 6-8,5 (esencialmente fisioldgico)
para asegurar que el AAV sea estable.

Un tampo6n con un pH en esta gama deberia preferiblemente también tener una conductividad adecuada para el
parvovirus particular.

Normalmente, la conductividad requerida depende del serotipo de AAV y del transgen.

El experto en la materia es capaz de determinar de un tampdn adecuado en base a cada caso.

Normalmente, la conductividad bésica deberia ser comparable a conductividad fisiolégica, es decir, 137mM NaCl.
Ejemplos de soluciones de tampo6n adecuadas son MES, Trizma, Bis-Tris, HEPES, PBS y Bis-Tris propano.

[0050] En una forma de realizacion preferida, al menos 0,5 ml de la muestra se filtra por 1 cm? de superficie de filtro,
preferiblemente 1 a 100 ml por 1 cm?.

No obstante, esta depende en alto grado de la pureza y concentracion de los virus en la muestra a separar y en mas
eventos ya que la filtracién se aplica al final del proceso de corriente de mas de 1 L que se pueden filtrar por 1 cm?.
Alternativamente o en combinacion con cualquiera de las otras formas de realizacion preferidas, en una forma de
realizacién preferida de la invencion al menos 1-10 ml, preferiblemente 1-5 ml, en particular aproximadamente 1,5
ml, de la muestra se filtra por 1 cm? de la superficie de filtro.

En general, esto consigue un rendimiento elevado de particulas rAAV, por ejemplo, mientras al mismo tiempo se
realiza la eliminacién de los baculovirus.

[0051] Asi, la presente invencién proporciona un método que produce separacion/purificacion de una poblacion de
viriones de forma esencialmente esférica y una poblacion de viriones en forma de barra de manera simple y
economica y cuyo método se pueden aplicar a escala industrial.

Un método de la invencién se puede emplear bajo condiciones particularmente moderadas y produce un rendimiento
elevado de viriones de forma esencialmente esférica mientras que los viriones en forma de barra se reducen o
incluso se eliminan en el filtrado.

Otra ventaja de la presente invencion es que los viriones que han sido purificados conforme a la invencion pueden,
por ejemplo, ser empleados directamente como vectores viricos para terapias genéticas, ya que estan
adecuadamente libres de otros virus, por ejemplo de baculovirus.

Aunque pequenias fracciones residuales de ADN de baculovirus pueden permanecer en el filtrado, este ADN no se
asocia con baculovirus competentes de replicacion sino que se asocia a ADN coenvasado en el rAAV y esto
consecuentemente no representa baculovirus infecciosos.

[0052] En una forma de realizacion preferida, los constituyentes de baculovirus, como por ejemplo proteinas libres
de baculovirus y particulas subviricas, disminuyen por el método de la invencién.
Esto es particularmente ventajoso, ya que estos constituyentes son capaces de inducir una respuesta inmune
especifica cuando los vectores viricos se usan en terapia genética en pacientes.

[0053] Alternativamente o en combinacion con formas de realizacion anteriormente descritas, es una forma de
realizacién de la invencién que el método de la presente invencién se puede aplicar para separar poblaciones
diferentes de mas de dos de viriones, como por ejemplo cuando un sistema de expresion baculoviral se usa
utilizando mas de un vector baculoviral diferente y dando asi como resultado mdltiples tipos de viriones
baculovirales.

El método de la presente invencion como se ha descrito anteriormente puede utilizarse para separar poblaciones de
baculovirus de la poblacion de viridn parvoviral.

Asi, la presente invencién también se refiere a un método para separar al menos dos poblaciones de viriones en una
muestra, preferiblemente donde una o varias poblaciones de viriones comprenden viriones que tienen forma
esencialmente esférica y una 0 mas de otras poblaciones de viriones comprenden viriones que tienen forma de
barra, el método comprende la fase de filtracion de una muestra con poblaciones de viriones sobre un filtro a través
del cual solo pueden pasar viriones de forma esencialmente esférica.

[0054] En este documento y en sus reivindicaciones, el palabra "comprender” y sus conjugaciones se usan en un
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sentido no limitativo y significan que los elementos tras la palabra estan incluidas, pero que se excluyen los
elementos no mencionados especificamente.

Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido "uno” o "una" no excluye la posibilidad de que mas de
un elemento esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que solo haya un elemento.

El articulo indefinido "uno" o "una" normalmente significa "al menos uno/una”.

[0055] Los siguientes ejemplos se ofrecen solo para uso ilustrativo y no se destinan a limitar el alcance de la
presente invencion de ninguna manera.

Descripcion de las figuras

[0056]
Figura 1: recuperacion de GC y TP durante la filtracion de virus.
La figura muestra la recuperaciéon de un % como entrada de copias gendmicas y particulas totales del
filtrado incluyendo la correccion hecha para volimenes de muestra, el lavado después del uso de la
membrana y la agrupacion de las partes alicuotas anteriormente mencionadas.
Figura 2: reduccion de baculovirus durante la filtracion de virus
La figura muestra el titulo de baculovirus tal y como se mide con TCID50 del material maximo de
baculovirus, la alimentacion del filtro de virus (eluido de AIEX enriquecido), nanofiltrado como funcién de
volumen de filtracién (XML) y el grupo final del filtro de virus filtrado y lavado del filtro de virus.
Los filtrados y los grupos finales son los maximos titulos posibles si el ensayo positivo de devuelve buenos
positivos de baculovirus.

Ejemplos
Ejemplo 1

[0057] EI vector viral adeno-asociado (AAV) se produce después de la infeccién de células de insecto con tres
baculovirus recombinantes como los previamente descritos por Urabe et al., 2002 (Hum. Gene Ther 13(16):1935-
1943).

[0058] Tres dias después de la infeccion del cultivo celular fue lisado por detergente y posteriormente la nucleasa
fue tratada mediante la adicién de 9U/ml de benzonasa (Merck) e incubacion segun las recomendaciones del
fabricante.

[0059] EI volumen lisado crudo fue posteriormente clarificado por filtracion con filtros Pall Profile® Star y Pall Supor®
(Pall Corporation) en serie.

Se realiz6 una incubacion de reduccidn virica en presencia de detergente al menos a 28°C.

Este material fue purificado mediante una cromatografia de afinidad usando AVB Sepharose HP, GE Healthcare.
Brevemente, el lisado celular filtrado se aplicé a una columna de 20 cm de didametro (BPG 200/500, GE Healthcare)
con aproximadamente 6 cm altura de lecho a una velocidad lineal de 150 cm/hr.

La columna se lavé con suero salino tamponado con fosfato hasta que la curva de absorbancia UV volvid a la linea
base y se estabilizé.

Las particulas rAAV adsorbidas fueron eluidas en medios acidos (50 mM de citrato sddico ajustado con HCI a pH
3,0) y el eluido de columna fue ajustada inmediatamente con 1/10 volimenes de 1M Tris-Cl (pH 8,0).

[0060] Para esto se neutralizdé el eluido un 10% con maximo baculovirus, fabricado tal y como se describe
anteriormente en Urabe et al. (2002; supra) después de la clarificacién por centrifugado a 1900g durante 15 minutos
y filtrado a través de un tapon de filtro de 0,2 pm (Corning), afiadido para proporcionar una poblacion mezclada de
Baculovirus y AAV para la alimentacion del filtro de virus.

[0061] Antes de su uso, se preparé un filtro Planova 35N seg(n las recomendaciones del fabricante.
En resumen, la soluciéon de almacenamiento fue eliminada y todo aire purgado mediante la adicién de 40 ml de 60
mM Tris/HCL pH 8.0 y el procedimiento de descarga fue realizado segun las recomendaciones del fabricante.

[0062] La velocidad del flujo de alimentacion al filtro de virus se fijé en 5 ml/min como recomienda el fabricante (ver
tabla 2) utilizando una bomba peristaltica.
Durante la filtracién de virus, la presion de la alimentacion y flujo del filtrado fueron monitoreados (ver tabla 2).

Tabla 2: rendimiento en la filtracién de virus

Tiempo de | Velocidad de la | Presiéon de alimentacion | Volumen de | Flujo de filtrado
proceso (min) bomba (r.p.m.) (mBar) procesado (mL) (mL/min)

0 3 160 0 5

10 3 160 50 5

20 3 160 100 5
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30 3 160 150 5
40 3 160 200 5
50 3 160 250 5
60 3 160 300 5
70 3 160 350 5
80 3 160 400 5

[0063] Las muestras fueron recogidas después de filtrar 50, 250 y 400 ml, tomados para la titulacién de baculovirus
mediante el ensayo TCID50 para uso de baculovirus infecciosos usando lineas celulares Sf9.

Los resultados se muestran en TCID50: 50% dosis infecciosa en cultivo de tejido, que indica la cantidad de virus que
se requieren para producir un efecto citopatico en el 50% de cultivo de tejido inoculado de células sf9.

[0064] Se tomaron muestras de aproximadamente 1 ml en el filtrado; estas fueron analizadas en las Copias
Gendmicas (de aqui en adelante, GC) del gen de interés en AAV, y Particulas Totales (de aqui en adelante, TP) de
AAV, para controlar sus recuperaciones asociadas.

El andlisis de GC y TP fue realizado como se describe més abajo.

[0065] Para determinar la concentracion de copias gendmicas en las muestras, se multiplican por diez las
disoluciones en serie y se prepara un trabajo calificado estandar, el ADN extrafio se quita por digestion de ADNasa y
el ADN encapsidado liberado por digestion de proteinasa K.

El ADN virico liberado es luego purificado utilizando MagneSil Blue®.

Posteriormente, el ADN se amplifica con PCR cuantitativo (gq-PCR) usando imprimadores especificos para la
secuencia de genoma del vector.

La amplificacién de ADN se monitorea en tiempo real por inclusion del tinte de unidon de ADN fluorescente SYBR
verde.

La cantidad de ADN presente en una muestra se puede calcular por comparacion de valores Ct hallados para la
muestra de prueba que se encuentran para el trabajo de estandar.

Se usa un disefio de ensayo de lineas paralelas para probar las disoluciones en serie de la muestra de prueba
contra el trabajo calificado estandar, que da una proporcion.

Esta proporcion se transforma en la concentracion de copia gendmica (gc/mL) utilizando el contenido de genoma de
trabajo estandar.

[0066] ElI numero total de particulas AAV (particulas completas con un genoma correcto (particulas de vector) y
particulas vacias) se determina usando la cromatografia de filtracion en gel.

La filtracion en gel HPLC se lleva a cabo usando BioBasic SEC-1000 (Thermo Electron Corporation) en un indice de
flujo de 1 mL/min con una fase acuosa de D-PBS a 25°C.

La elucion se monitorea con una absorbencia de UV a 214 nm.

Las areas de valor maximo de las muestras de prueba son cuantificadas utilizando una curva de calibracion de un
trabajo calificado estandar con una cantidad conocida de particulas AAV por mL.

[0067] El filtro Planova 35N se lava con 10 ml de 60 mM Tris/HCI pH 8,0 segun instrucciones de fabricacion.

El lavado fue agrupado con el filtrado y la prueba para titulos infecciosos de baculovirus mediante el ensayo TCID50.
El lavado fue probado para luego determinar el titulo con GC y TP antes de ser agrupado con el material filtrado.

La agrupacion del filtrado y el lavado se mezclaron a mano para asegurar su homogeneidad y probar para mas tarde
la determinacion de titulo GCy TP.

Se calculé y mostré la recuperacion de titulos GC y TP en la figura 1

[0068] La graduacion de baculovirus infecciosos de muestras se determina usando un ensayo de dosis infecciosa en
cultivo de tejido 50% (TCID50).

Este método se basa en la infeccion de monocapas de células de insecto Sf9 con baculovirus infecciosos en una
muestra de prueba.

Se usa una disolucién en serie en 3 pliegues en un medio de cultivo de la muestra de prueba para infectar las
células en octoplicado.

La placa se incuba a +28°C durante 7 dias.

Posteriormente, los sobrenadantes se transfieren a placas recién preparadas e incubados a +28°C durante 7 dias.
Como producto de la infeccion, las células infectadas no son capaces de permanecer fijadas unas a las otras y a la
superficie de placa y forman células sueltas, es decir, el efecto citopatdégeno (CPE) mostrado se puede observar al
microscopio.

La graduacién en el registro 10 TCID50/ml se calcula utilizando el método Spearman-Karber.

Resultados
[0069] Los resultados para titulacion de Baculovirus estan en la figura 2

[0070] La solucién maxima tiene un titulo de baculovirus infecciosos de 8,1 registro 10 TCID50 /mL.
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A la solucién maxima se le afiade un 10% en el eluido de AIEX enriquecido, de 7,62 registro 10 TCID50 /mL.

El valor del nanofiltrado TCID50 desciende con al menos 6 s, hasta por debajo de 1,511 registro 10 TCID50 /mL, el
nivel de cuantificacién de este ensayo en patrticular.

Por lo tanto, la nanofiltracion da al menos una reduccién en el Baculovirus de 6 logaritmos, por lo que la

nanofiltracién es una operacién unitaria realizable para la discriminaciéon de dos virus con tamafios comparables en
dos dimensiones.
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REIVINDICACIONES

1. Método para separar una poblacion de viriones parvovirales de una poblacion de viriones baculovirales, donde el
método comprende la fase de filtrado de una muestra con poblaciones de viriones parvovirales y baculovirales sobre
un filtro, donde el filtro tiene un tamafio de poro nominal de 30 - 40 nm.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde el parvovirus es un virus adeno-asociado.

3. Método segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, donde el baculovirus es Autographa californica multicapsid
nucleopolyhedrovirus (AcmNPV).

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el filtro es un filtro de virus o un ultrafiltro.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el filtro es un filtro de superficie y/o de
profundidad.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el filtro comprende un material seleccionado
del grupo consistente en: celulosa cuproamonica regenerada, polivinilidenofluoruro, polisulfona, politetrafluoroetileno,
polipropileno, sulfona de poliéter modificada o no modificada, acetato de celulosa, nitrato de celulosa, poliamida o
celulosa regenerada.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el filtro tiene un tamafio de poro nominal de 32
- 38 nm.

8. Método segun las reivindicaciones 6 o 7, donde el filtro comprende celulosa cuproamoénica regenerada,
preferiblemente fibras huecas de celulosa cuproamonica regenerada, donde de forma mas preferible el filtro es una
membrana Planova 35 o un filtro Ultipor DV50.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la muestra esté sujeta a una filtracién con dos
0 mas filtros.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la muestra anterior a la fase de filtracion es
prepurificada utilizando un método seleccionado del grupo consistente en un gradiente de densidad, una
prefiltracion, una fase de cromatografia, preferiblemente cromatografia de afinidad y/o cromatografia de intercambio
de iones, y combinaciones de estos métodos.

11. Método segun la reivindicacion 10, donde la prefiltracion se efectia mediante un filtro con un tamafio de poro de
70 - 200 nm.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el pH de la muestra es de 6 a 10,
preferiblemente de 7 a 9, de forma mas preferible de 7.5 a 8.5, de la forma més preferible 8.

13. Método seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde 1 a 200 ml de muestra se filtran por 1 cm? de
superficie del filtro de virus, preferiblemente de 80 a 120 ml por 1 cm?.
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