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OBJECTIONS TO THE PATENTABILITV OF EP160703205.1 {EP3247793) 

EP3247793 teaches in paragraph [0087] that "AUC analysis has been well characterized over many 

decades and is highly versatile". 

Claim amendments were filed on 12th March 218, after issuance of the ISR, the IPRP having found all 

claims lacking an inventive step and that the "application is considered to constitute a disordered 

claiming of a wide variety of aspects of AUC viral particle analysis which is totally devoid of inventive 

subject matter." 

The pending claims now comprise a single independent claim from which all subsequent claims 

depend. 

Claim 1 is directed to: 

1. A method of measuring the relative amount of capsid particles comprising variant 

recombinant viral genomes or empty viral capsid particles in a preparation of recombinant 

adeno-associated virus (AAV) particles comprising the steps of 

NOVELTY 

a) subjecting the preparation to analytical ultracentrifugation under boundary 

sedimentation velocity conditions wherein the sedimentation of recombinant 

viral particles is monitored at time intervals, 

b) plotting the differential sedimentation coefficient distribution value (C(s)) versus 

the sedimentation coefficient in Svedberg units (S), 

c) integrating the area under each peak in the C(s) distribution to determine the 

relative concentration of each species of recombinant viral particles, 

d) comparing the amount of recombinant AAV particles having an S value that do 

not correspond to recombinant AAV particles comprising intact viral genomes to 

the amount of recombinant AAV particles having an S value that corresponds to 

recombinant viral particles comprising intact AAV genomes or to the total 

amount of recombinant AAV particles in the preparation." 

WO 2014/125101 Al is directed to methods for the production of double-stranded AAV viral 

particles using the insect/baculovirus system for the manufacture of sufficient amounts of product 

for therapeutic applications such as gene therapy. It describes the application of Analytical 

Ultracentrifugation (AUC) to preparations of recombinant adeno-associated viral particles to identify 

variant recombinant viral genomes or empty viral capsid particles with incredible sensitivity, 

precision and accuracy as shown in figures 2 and 3. 

It discloses on page 11, 1st full para: 

"d) Analysis of empty and full AAV viral particles: Analytical ultracentrifugation, wherein the 
sedimentation coefficient of the various AAV viral particles (empty, full, aggregate) and other 
populations present (subparticles, contaminating proteins, aggregate) in the purified product was 

determined by real time centrifugation. The centrifugation of the samples was carried out at a speed 
of 16,000 rpm using 100µ/ or 400µ/ of pure undiluted vector, the sedimentation was followed by 
absorbance at the wavelength of 276 nm, the sedimentation coefficient of the different populations 

was obtained using SEDFIT software." 

As noted in [0094] of EP3247793 "One example of a suitable program for the determination of 

solute characteristics is the SEDFIT algorithm. In some embodiments the SEDFIT algorithm may be 
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used to calculate a differential coefficient distribution value, or C(s), using AUC data from a solution 

containing a mixture of particle species." 

Data analysis in WO 2014/125101 Al is by SEDFIT, figures 2 and 3 show data analysis performed in 

exactly the same manner as in the present application with a C(s) v S plot. 

The final paragraph of page 12 of WO 2014/125101 Al describes: 

"c) Analysis of empty and full AAV particles. It has been described in the literature that the density is 
approximately 1.32 g / cm3 (equivalent to 605} for empty AAV viral particles, that is vectors lacking 
the viral genome and 1.45 g I cm3 (equivalent to 1105} for full AAV viral particles, that is to say those 

containing a viral genome with a maximum size of 4800 bases. Knowing that the difference in 
density is significant enough to distinguish them by centrifugation, we have now implemented a 

method to analytically separate by ultracentrifugation and quantify the different species present in 
an AAV viral preparation" (emphasis added). 

Thus WO2014/125101 Al discloses: 

A method of measuring the relative amount of capsid particles comprising variant 

recombinant viral genomes or empty viral capsid particles in a preparation of recombinant 

adeno-associated virus (AAV) particles, [Analytical ultracentrifugation, wherein the 
sedimentation coefficient of the various AAV viral particles (empty, full, aggregate) and other 

populations present (subparticles, contaminating proteins, aggregate) in the purified product 
was determined by real time centrifugation]. 

comprising the steps of: 

a) subjecting the preparation to analytical ultracentrifugation under boundary 

sedimentation velocity conditions wherein the sedimentation of recombinant 

viral particles is monitored at time intervals, [Analytical ultracentrifugation, 

wherein the sedimentation coefficient of the various AAV viral particles (empty, 
full, aggregate) and other populations present (subparticles, contaminating 

proteins, aggregate) in the purified product was determined by real time 
centrifugation, the sedimentation was followed by absorbance at the 
wavelength of 276 nm] 

b) plotting the differential sedimentation coefficient distribution value (C(s)) versus 

the sedimentation coefficient in Svedberg units (S), [figures 2 and 3} 

c) integrating the area under each peak in the C(s) distribution to determine the 

relative concentration of each species of recombinant viral particles, 

[quantifying the different species] 

d} comparing the amount of recombinant AAV particles having an S value that do 

not correspond to recombinant AAV particles comprising intact viral genomes to 

the amount of recombinant AAV particles having an S value that corresponds to 

recombinant viral particles comprising intact AAV genomes or to the total 

amount of recombinant AAV particles in the preparation." [comparing the size of 
the different species peaks in figures 2 or 3 which is an inevitable consequence of 

viewing figure 2 or 3} 

Hence WO2014/125101 Al denies new claim 1 novelty. 
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FIG. 2 is A graph showing the distribution profile in analytical ultracentrifugation of the batch of 

scAAV9 n ° A12026 DEV# 4 produced with the system sf9 (dotted line) and batch 1200055 produced 
with the HEK293 system (in solid line). 

INVENTIVE STEP 

In the examination report of 23/1/2020 the Examiner finds that the "application is totally devoid of 

inventive subject- matter ... Hence, the question is merely whether a skilled person would consider 

applying the claimed methods to AAV." 

As WO 2014/125101 Al teaches the use of these methods in AAV viral preparations the present 

application cannot possibly be inventive. 

In the response of 25/5/2020 the Applicant reiterates the argument first made on 12/03/2018 that 

"a person of skill in the art would not have had a reasonable expectation that using AUC as claimed 

to measure the relative amount of capsid particles comprising variant recombinant viral genomes or 

empty viral capsid particles in a preparation of recombinant adeno-associated virus (AAV) particles 

would work." 

WO 2014/125101 Al demonstrates the inaccuracy of this assertion. 

We note that in paragraph 1.2 of the examination report of 23/1/2020 the Examiner finds that "the 

differences to the prior art are essentially only explicit listings of obvious features not specifically 

addressed but obviously within the realms of the disclosures of the prior art. These differences do 

not establish inventive activity. The fact that the method can achieve all that is claimed is thus 

immediately obvious to a skilled person viewing the prior art." 

If, the Examiner is not persuaded by any of the above arguments with respect to WO 2014/125101 

Al, and instead favours adherence to the findings of the examination report of 23/1/2020 (which 

reiterated paragraph 1.1 of the IPRP) namely that either D1 or D2 is deemed to be the closest prior 

art and the common problem is "the provision of a method for the qualitative/quantitative 

assessment of particle heterogeneity (at aggregate or genome level) in AAV viral preparations"; then 

the present application clearly lacks an inventive step over the teachings of D1, or D2 in combination 

with WO 2014/125101 Al. 
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METHODES POUR LA PRODUCTION DE PARTICULES VIRALES AA V DOUBLE 

BRIN 

DOMAINE DE L'INVENTION 

La presente invention conceme des methodes pour la production de particules virales AA V 

double brin utilisant le systeme de cellules d'insecte / baculovirus pour la fabrication de 

quantites suffisantes de produit pour des applications therapeutiques telles que la therapie 

genique et/ou la vaccination a ADN, dans des utilisations lors d'essais cliniques ou 

commercial es. 

ARRIERE PLAN TECHNOLOGIQUE 

Les principaux types de vecteurs utilises aujourd'hui en therapie genique sont les vecteurs 

viraux, dont les vecteurs recombinants de virus adeno associe ("recombinant adeno-associated 

virus" ou "rAA V"). De nombreux essais chez l'animal ont demontre que ces vecteurs peuvent 

transduire efficacement des tissus tels que le systeme nerveux central, le muscle, le foie, la 

retine et que l'expression du transgene persiste a long terme1
'
2

'
3

. De plus, les vecteurs rAA V 

presentent l'avantage d'etre non pathogenes pour l'homme done peu dangereux. 

Dans les vecteurs rAA V, les genes rep et cap encadres par les sequences ITR (inverted 

terminal repeat) codant respectivement pour les proteines regulatrices de la replication et les 

proteines structurales de la capside sont excises et remplaces par le transgene (gene 

therapeutique ). Les sequences ITR sont conservees et sont les elements necessaires pour la 

replication et l'encapsidation du genome viral. Pour produire des vecteurs rAA V, la procedure 

classique consiste a co-transfecter des cellules humaines 293 adherentes avec un plasmide 

vecteur rAA V, le plasmide rep-cap sans les ITR et le plasmide auxiliaire contenant les genes 

adenoviraux necessaires a la replication du virus AA V. Les vecteurs sont generalement 

purifies et concentres par centrifugation ou par chromatographie 4'
5

'
6

. Cette procedure est 

lourde a mettre en amvre et relativement inefficace pour generer des lots d' AA V a haut titre, 

sans contamination et en grande quantite necessaires pour des essais precliniques chez des 

modeles animaux de grande taille ou pour des essais cliniques. 
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Les vecteurs rAA V sont actuellement utilises dans de nombreux essais cliniques de therapie 

genique en phase I/II pour le traitement de l'hemophilie B, le deficit en alpha-1 antitrypsine, 

la maladie de Parkinson, les maladies de dystrophie musculaire comme l'alpha­

sarcoglycanopathie et l'amaurose congenitale de Leber1
'
7

'
8

'
9

. De nouveaux modes de 

production et de purification ont ete developpes pour augmenter a la fois le titre, c'est-a-dire la 

concentration relative en vecteurs et la qualite des vecteurs tout en assurant une adaptation a 

grande echelle pour un procede GMP. Ace jour, les systemes les plus utilises reposent sur 1) 

l'utilisation de lignees stables d'encapsidation, 2) l'infection en suspension des cellules 

d'insectes sf9 par des vecteurs baculovirus d'expression, ou 3) l'infection en suspension des 

cellules d'hamster BHK par des vecteurs HSV (herpes simplex)1°· 11
. Les cellules sf9 sont 

notamment utilisees aujourd'hui pour produire des vecteurs AA V simple brin a l'echelle 

industrielle. 

Le genome de l' AA Vest compose d'une molecule d' ADN simple brin de 4,7 kb (inactif) dont 

la conversion en conformation double brin (forme active) est une etape limitante qu'il est 

possible de contoumer en produisant des vecteurs AA V « double brin » notes scAA V (self 

complementary)12
•
13

. Bien que ce nouveau type de vecteur soit tres efficace et experimente en 

phase I/II pour l'essai clinique dans l'hemophilie B, la production des vecteurs scAA V n'est 

encore a ce jour realisee qu' en utilisant le systeme traditionnel de transfection transitoire des 

cellules HEK293 en adherence, un systeme de production inefficace pour le traitement par 

therapie genique d'un grand nombre de patients atteints d'hemophilie6
. De plus, dus a des 

problemes inherents au vecteur double brin : i) la proportion de particules virales AA V vides, 

c'est-a-dire de particules depourvues d' ADN viral est largement predominante et represente 

plus de 90%, un produit inactif contribuant a l'immunogenicite du vecteur ; ii) le genome 

viral n' est pas exclusivement sous forme d' ADN double brin. 

La presente invention vise a pallier ces problemes et a foumir un procede pour la production 

de particules rAA V double brin avec une amelioration du ratio de particules contenant de 

l'ADN viral par rapport aux particules vides avec une proportion augmentee de particules 

contenant un genome double brin. 
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RESUME DE L'INVENTION 

L'invention conceme un procede pour la production d'un vecteur AA V double brin (scAA V) a 

haut titre et a grande echelle, comprenant la mise en culture en suspension de cellules 

d'insectes infectees par un ou plusieurs baculovirus recombinants codant les proteines Rep et 

Cap d'AA V et codant pour un genome viral d'AA V contenant un transgene d'interet, ledit 

genome viral d'AA V etant susceptible de former un genome double brin dans la particule 

virale. L'invention permet la production a grande echelle de vecteurs de therapie genique de 

grade humain dans le respect des bonnes pratiques de fabrication. Ce procede permet 

d'envisager une production industrielle de vecteurs scAA V de therapie genique. 

L'invention conceme plus particulierement un procede pour la production d'un vecteur 

scAA V, comprenant: 

a) l'introduction, dans une cellule d'insecte, des sequences nucleotidiques suivantes au moyen 

d'au moins un vecteur baculoviral: 

- une sequence codant un transgene d'interet compns entre des ITR d'AA V, la 

sequence etant choisie de maniere a produire un genome AA V double brin; 

- au mo ins une sequence codant des proteines de capside d'AA V; et 

- au mo ins une sequence codant des proteines Rep d'AA V; 

b) la culture de ladite cellule d'insecte dans des conditions permettant la production d'un 

vecteur rAA V et la recolte dudit vecteur rAA V. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, la cellule d'insecte est une cellule sf9. 

Selon un autre mode particulier de realisation, les sequences nucleotidiques sont introduites 

dans la cellule d'insecte au moyen d'au moins deux vecteurs baculoviraux. Selon un autre 

mode de realisation, les proteines de capside produites sont des proteines de capside d'un 

AA V de serotype 9. Selon un mode de realisation supplementaire, des proteines de Rep de 

serotype 2 sont mises en oeuvre. Selon un autre mode de realisation, le vecteur rAA V est un 

vecteur pseudotype (par exemple un vecteur scAA V2/9, c'est-a-dire un vecteur AA V 

comprenant un genome viral double brin de serotype 2 encapside dans une particule virale 

AA V de serotype 9. 

Selon une caracteristique avantageuse, le procede selon l'invention permet de generer plus de 

20 % de particules virales rAA V pleines, en particulier plus de 30 %, plus de 40 %, plus de 50 
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%, plus de 60, 70 %, voire plus de 80 % de particules virales rAA V pleines, c'est-a-dire 

comprenant un genome AA V encapside a l'interieur desdites particules. Selon une autre 

caracteristique avantageuse, le procede de l'invention permet la production de particules 

rAA V pleines essentiellement composees de genome viral sous forme double brin (par 

exemple au moins 20, 30, 40 ou au moins 50 % des particules contiennent un genome double 

brin). La production d'une telle proportion de particules pleines, qui plus est contenant de 

l'ADN double brin, n'a jamais ete montree au suggeree dans l'etat de la technique. 

LEGENDE DES FIGURES 

La figure 1 presente (A) une photographie d'un gel SDS-Page colore au nitrate d'argent et (B) 

une photographie d'un western blot realise sur une membrane de nitrocellulose avec un 

anticorps monoclonal B 1 permettant l'identification des proteines virales Vp. Les echantillons 

sont deposes en duplicat a 5. 109 vg et 1010 vg, le puits 1 et 2 correspondent a un lot contr6le 

inteme (ssAA V8-GFP, produit avec le systeme sf9), les puits 3 et 4 correspondent au lot de 

scAA V 9 n° A.11003.DEV produit dans les cellules sf9, les puits 5 et 6 correspondent a un 

autre lot (n° 12D0106) de scAA V9 produit dans les cellules sf9 et les puits 7 et 8 

correspondent au lot de scAA V9 produit dans des cellules HEK293F (lot n° 12D0055). 

La figure 2 est un graphique montrant le profil de distribution en ultracentrifugation 

analytique du lot de scAA V9 n° A.12026.DEV#4 produit avec le systeme sf9 (trait pointille) 

et du lot 12D0055 produit avec le systeme HEK293 (en trait plein) 

La figure 3 est un graphique montrant le profil de distribution en ultracentrifugation 

analytique de 3 lots scAA V9-SMN produits avec le systeme sf9. 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

La presente invention conceme des procedes pour la production d'un vecteur rAA V 

recombinant double brin ( ou self-complementary AA V - scAA V - en anglais ). Le procede 

repose sur l'utilisation du systeme cellule d'insecte / baculovirus qui est utilise aujourd'hui 

pour la production de vecteurs AA V simple brin a l'echelle industrielle mais qui n'avait jamais 

ete utilise pour la production de vecteurs scAA V. Les inventeurs ont pu montrer que ce 

systeme permet la production de particules virales scAA V de meilleure qualite lorsque 

qu'elles sont comparees a celles produites par le systeme classique utilisant des cellules 

HEK293 transfectees au moyen de plasmides codant tous les elements necessaires pour la 
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production d'un rAA V. Les inventeurs ont notamment pu montrer que le procede selon 

l'invention permet de generer une proportion elevee de particules virales rAA V pleines et que 

les particules produites sont essentiellement composees de genome viral sous forme double 

brin. Une telle qualite dans la production de vecteurs scAA V etait totalement inattendue et 

presente des avantages pour la production a grande echelle de virus scAA V destines a la 

therapie genique. 

Les elements du vecteur produit selon l'invention peuvent etre derives de tout serotype 

d'AA V. En particulier, chaque element peut etre derive d'un AA V de serotype 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10 ou 11. Par ailleurs, les elements constitutifs du vecteurs rAAV ne sont pas 

necessairement tous derives du meme serotype. Ainsi, un vecteur rAA V peut etre compose 

d'un genome derive d'un AA V de serotype 2, par exemple, encapside par des proteines de 

capside derivees d'un AA V de serotype 9. On parle alors d'un vecteur pseudotype. Les 

sequences codant pour les proteines Rep peuvent egalement etre derivees de tout serotype 

d'AAV. 

Selon un mode particulier de realisation, la sequence codant les proteines de capside est 

derivee d'un AA V de serotype 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11. Selon une variante specifique, 

la sequence code des proteines de capside d'AA V de serotype 9 (AA V9). 

Selon un mode particulier de realisation, la sequence codant les proteines Rep est derivee d'un 

AA V de serotype 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11. Selon une variante specifique, la sequence 

code des proteines de capside d'AA V de serotype 2 (AA V2). 

Selon un mode particulier de realisation, la sequence codant le genome viral d'AA V contenant 

le transgene d'interet est derivee d'un AA V de serotype 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 OU 11. Selon 

une variante specifique, le genome viral est derive d'un genome d'AA V2. 

Le genome viral d'AA V est code par une sequence comprenant le transgene d'interet flanque 

de sequences lTR d'AA V. Les moyens d'obtenir un genome AA V double brin sont bien 

connus de l'homme du metier. 11 pourra notamment se referer aux informations des references 

12 et 13 ci-dessous, de McCarty et al. et de Wang et al. En resume, la suppression du Site 

Terminal de Resolution (trs) au niveau d'un des deux lTR a pour autre caracteristique de ne 

pas separer le brin forme du brin neonatal et ainsi de permettre la production d'un genome 

viral AAV sous forme double brin. Neanmoins, ce systeme n'est pas efficace et la cellule 

humaine, qui est la cellule h6te naturelle du systeme de regulation de l' AA V, est capable de 
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separer et de former un genome viral AA V simple brin. Par ailleurs, il a ete decrit que dans ce 

systeme, la production de particules AA V contenant un genome AA V est faible et ne 

represente que 20% de la totalite des particules virales6
. 

Le transgene d'interet peut correspondre a une proteine ou a un ARN dont l'expression est 

souhaitee dans une cellule de mammifere. Le transgene d'interet peut en particulier coder une 

proteine ou un ARN ayant un interet therapeutique. L'homme du metier a a sa disposition une 

grande quantite d'information sur les proteines ou ARN dont l'expression peut avoir un interet 

pour compenser l'absence d'expression ou l'expression anormale de ladite proteine, ou pour 

reguler l'expression d'une telle proteine ou d'un ARN. A titre illustratif, les exemples montrent 

la production d'une particule rAA V double brin dont le transgene d'interet est la proteine 

SMN. Cette proteine est mutee dans l'amyotrophie spinale. Un scAA V produit selon 

l'invention permettrait l'expression d'une proteine sauvage restaurant la fonction absente due a 
la mutation chez un patient. 

Les differentes sequences codant les elements constitutifs d'une particule virale AA V sont 

introduites dans un ou plusieurs baculovirus recombinants differents. Ainsi, selon une 

alternative, les differentes sequences listees ci-dessus peuvent etre introduites dans un seul et 

meme baculovirus recombinant. Selon un mode de realisation altematif, deux baculovirus 

recombinants sont utilises, l'un codant les proteines Rep et Cap d'AA V (de serotype(s) 

identique ou differents) et l'autre portant le genome viral de l'AA V. Selon un autre mode de 

realisation, trois baculovirus sont utilises, chacun portant l'une des trois sequences 

mentionnees ci-avant. Les genes codant les proteines de l' AA V peuvent etre places sous le 

contr6le des promoteurs du baculovirus, regules par les cellules d'insectes16
• 

17
. 

La cellule d'insecte utilisee peut etre toute cellule permettant la production d'un rAA V. On 

peut citer a titre d'exemple les cellules sf9 et sf2 l. Selon un mode particulier de realisation, la 

cellule utilisee est une cellule sf9. 

La production des vecteurs AA V est basee sur l'infection des cellules avec un ou plusieurs des 

baculovirus decrits ci-dessus. La culture peut etre realisee en suspension, dans un milieu 

approprie. A titre de milieu approprie pour la culture de cellules sf9, on peut citer le milieu 

Sf900III (Life technologies/Invitrogen). Les cellules sont cultivees dans un bioreacteur de 

volume approprie, par exemple superieur a 100 mL, notamment superieur a 500 mL, a 1 L, a 
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2 L, a 5 L, a 10 L, voire superieur a 50 L. Selon un mode particulier de realisation, les cellules 

sont infectees par le ou les baculovirus recombinant a une densite comprise entre 0,01.106 et 

5. 106 cellules/mL, en particulier a une densite cellulaire comprise entre 0,8. 106 et 2. 106 

cellules/mL, et a une multiplicite d'infection (MOI) comprise entre 0,01 et 0, 1 en particulier a 
une MOI de 0,05. La culture cellulaire est ensuite maintenue en suspension dans des 

conditions de culture permettant la production d'un AA V recombinant. Si la cellule d'insecte 

utilisee est une cellule sf9, elles seront maintenues en suspension a environ 27°C pendant 96 a 
144 heures. 

Les vecteurs sont ensuite purifies. La purification peut comprendre une premiere etape de lyse 

des cellules. La lyse peut comprendre des etapes de lyse chimique, mecanique ou 

enzymatique, notamment chimique. Selon une variante de realisation, une lyse chimique est 

mise en amvre, par addition d'une solution de detergent aux cellules, notamment de Triton­

Xl00. L'ADN est ensuite degrade par digestion enzymatique, notamment par addition de 

benzonase. L'etape de purification peut notamment egalement comprendre une etape de 

clarification ( e.g. sur filtre 0,45 µm). Les particules virales peuvent ensuite etre davantage 

purifiees sur colonne(s) de chromatographie ou par ultracentrifugeuse ou par une combinaison 

des deux approches. Selon un mode particulier de realisation, cette etape de purification sur 

colonne(s) comprend une ou plusieurs chromatographies echangeuses d'ions. Selon un mode 

specifique de realisation, les chromatographies echangeuses d'ions emploient successivement: 

1) une resine cationique, par exemple SP sepharose (GE Healthcare); 

2) une resine anionique en mode negatif, par exemple Fractogel® EMDTMAE, Merck­

Millipore ), puis 

3) une resine anionique telle que la resine POROS 50HQ (Life Technologies Invitrogen). Les 

particules virales rAA V peuvent ensuite etre concentrees et formulees dans un tampon, 

notamment tampon PBS, par exemple par filtration tangentielle (TFF) pour etre a une 

concentration finale d'environ 2:1011 vg/ml. Ces particules concentrees peuvent etre filtrees, 

notamment sur un filtre de 0,2 µm. 

Selon un aspect particulier, l'invention se rapporte done egalement a un procede de 

purification de particules rAA V comprenant la soumission d'un lysat cellulaire contenant des 

particules rAA Vaux etapes successives suivantes: 

- une etape de chromatographie sur resine cationique en mode capture; 

- une etape de chromatographie sur resine anionique en mode negatif; puis 
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- une etape de chromatographie sur resine anionique en mode capture. 

Le lysat cellulaire soum1s a ces etapes de chromatographie peut etre issus des etapes de 

production developpees ci-dessus. 

Selon un autre aspect, l'invention conceme egalement un ensemble de particules scAA V, en 

particulier scAAV9, produit et eventuellement purifiees selon les modalites decrites ci-dessus. 

Plus particulierement, l'invention conceme une composition comprenant des particules rAA V 

double brin, au moins 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, voire au moins 80 % des 

particules etant pleines, c'est-a-dire comprenant un genome AA V encapside a l'interieur 

desdites particules et ces particules etant essentiellement composees de genome viral sous 

forme double brin, i.e. au moins 30 %, en particulier au moins 40 %, voire au moins 50% des 

particules contiennent un genome viral sous forme double brin. 

L'invention sera davantage detaillee dans les exemples ci-dessous qui decrivent un mode de 

realisation particulier, non limitatif, de l'invention. 

EXEMPLES 

Materiels et Methodes 

1. Culture cellulaire 

a. Systeme de cellules d 'insecte (sj9) 

La production des vecteurs scAA V9-SMN avec le systeme sf9/baculovirus est basee sur 

l'infection des cellules d'insectes sf9 dont la culture est realisee en suspension dans le milieu 

Sf900III. Brievement, dans un bioreacteur de 1 0L, lorsque la concentration cellulaire est 

comprise entre 0,8. 106 a 2. 106 cellules/ml, les cellules sont infectees a une MOI de 0,05 par 

deux baculovirus, l'un codant pour les proteines Rep de serotype 2 et Cap de serotype 9 du 

vecteur AAV et l'autre pour le genome viral de l'AAV (transgene scSMN). La culture 

cellulaire est maintenue en suspension a 27°C entre 96h et 144h. 

b. Systeme de cellules humaines (HEK293F) 

La production des vecteurs scAA V9-SMN avec le systeme HEK293F/plasmide est basee 

sur la transfection de ces cellules dont la culture est realisee en suspension dans un milieu 
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depourvu en proteine animale (F 17). Brievement, dans un bioreacteur de 1 0L, les cellules sont 

transfectees a la concentration cellulaire de 106 cellules/ml par 3 plasmides: 

le plasmide auxiliaire pXX6 contenant les genes de l'adenovirus essentiels pour la 

replication du vecteur AA V 

le plasmide codant pour les proteines Rep de serotype 2 et Cap de serotype 9 du 

vecteur AAV 

le plasmide codant pour le genome viral du vecteur AA V (transgene scSMN) 

avec 20 mg total de plasmide en quantite equimolaire et 25 mL de PEipro™ a 1 mg/ml 

(Polyplus). La culture cellulaire est maintenue en suspension a 37°C pendant 72h. 

2. Purification 

La purification des vecteurs AA V est realisee a partir de 2 L de culture et se deroulent en 

2 grandes etapes dont la premiere est legerement differente pour les 2 types de culture. 

a) Etape 1 

Systeme cellules d'insecte (sf9) : 

Les cellules et les baculovirus sont lyses chimiquement par addition d'une solution de 

Triton-Xl00 a 0,5% puis l'ADN cellulaire est degrade par addition de benzonase (25U/ml de 

culture). La solution est ensuite clarifiee sur filtre 0,45µm. A cette etape, l'echantillon est 

denomme « vrac » et titre par qPCR en utilisant une sonde et deux amorces specifiques du 

genome viral AA V. La sequence nucleotidique de la son de est 5 ' -

TAGTTAATGATTAACCC-3' (SEQ ID NO:l), celle de l'amorce 1 (sens) est 5'­

CTCCATCACTAGGGGTTCCTTG-3' (SEQ ID NO:2) et de l'amorce 2 (antisens) est 5'­

GTAGATAAGTAGCATGGC-3' (SEQ ID NO:3). 

Systeme cellules humaines (HEK293F) : 

La culture est concentree, formulee dans 500 ml par filtration tangentielle (TFF), les 

cellules sont ensuite lysees mecaniquement et l' ADN cellulaire est degrade par addition de 

benzonase (SOU/ml de culture). La solution est ensuite clarifiee sur filtre 0,45µm. A cette 

etape, l'echantillon est denomme « vrac » et titre par qPCR en utilisant la sonde et les 

amorces dont les sequences sont foumies ci-dessus. 

b) Etape 2 

Les etapes de chromatographies echangeuses se decompose en trois parties : 
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Le lysat filtre sur membrane 0,45 µm est dilue dans un tampon MES 50 mM pH 6.0 puis 

charge sur une resine cationique (SP sepharose, GE healthcare); !'elution est effectuee, avec 

variante de realisation, a forte concentration en sel jusqu'a 200 mM. L'eluat de 

chromatographie est dilue dans un tampon Trizma base 50 mM afin d'avoir une concentration 

en sel d'environ 25 mM et un pH 8.0 avant d'etre charge en mode negatif sur une resine 

anionique (Fractogel® EMDTMAE, Merck-Millipore). La fraction non retenue est collectee 

et le pH est ajuste a pH 9.0 puis la solution est chargee sur une resine anionique (POROS 

50HQ, Life tehnologies Invitrogen) utilisee comme une etape de capture. L'elution est 

realisee a forte concentration en sel. 

Les particules virales AA V sont concentrees et formulees dans un tampon PBS par 

filtration tangentielle (TFF) utilisant un seuil de coupure de 1 00KDa pour etre a une 

concentration finale d'environ 2:10 11 vg/ml et filtrees sur 0,2µm. 

3. Analyses et caracterisation du vecteur scAA V9 

a) Titration en genome viral (vg/ml) - qPCR 

Le titre en genome viral (vg/mL) des echantillons representant des intermediaires de 

purification et des produits purifies a ete determine par PCR quantitative en utilisant le couple 

sonde/amorcel/amorce2 correspondant a un amplicon situe dans la region ITR du plasmide 

transgene dont les sequences sont foumies ci-dessus. 

b) Purete: SDS-PAGE, coloration au nitrate d'argent 

Le degre de purete des vecteurs AA V a ete evalue en realisant un gel d' electrophorese des 

proteines en conditions denaturantes (SDS-PAGE) suivie d'une coloration au nitrate d'argent. 

Tousles echantillons ont ete deposes avg equivalent (5.109 vg et 1010 vg), la masse molaire 

des proteines a ete determinee a l'aide d'un marqueur de proteines standards de masses 

molaires connues. 

c) Identite des proteines virales Vp de l 'AAV: Western blot 

Les proteines virales de la capside de 1' AA V (Vp 1, Vp2 et Vp3) ont ete identifiees en 

realisant un gel SDS-PAGE suivie d'un transfert sur membrane de nitrocellulose et d'une 

detection par immunofluorescence avec l'anticorps monoclonal Bl. Tousles echantillons ont 
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ete deposes a vg equivalent (5.109 vg et 1010 vg), la masse molaire des proteines a ete 

determinee a l'aide d'un marqueur de proteines standards de masses molaires connues. 

d) Analyse des particules virales AA V vides et pleines : Ultracentrifugation analytique 

Le coefficient de sedimentation des differentes particules virales d' AA V (vide, pleine, 

agregat) et autres populations presentes (subparticules, proteines contaminantes, agregat) dans 

les produits purifies a ete determine par centrifugation en temps reel. La centrifugation des 

echantillons a ete realisee a une vitesse de 16000 rpm en utilisant 100 µ1 ou 400 µ1 de vecteurs 

purs non dilues, la sedimentation a ete suivie par absorbance a la longueur d'onde de 276 nm, 

le coefficient de sedimentation des differentes populations a ete obtenu en utilisant le logiciel 

SEDFIT. 

Resultats 

1. Culture cellulaire et titre en genome viral a 1' etape 1 de purification. 

Dans un volume de bioreacteur de lOL, deux lots de cellules humaines HEK293F (n° 

12D0004 et 12D0082) a ete transfecte et deux lots de cellules d'insectes sf9 (n° 

A.12026.DEV et 12D0066) ont ete infectes, puis 2L de culture ont ete purifies par filtration. 

A cette etape, la production des particules virales d' AA V a ete quantifiee par PCR 

quantitative (tableau 1). 

Le vrac 12D0055 et 12D0082 ont ete obtenus respectivement a partir de la culture 

12D0004 et 12D0082 (HEK293F), le vrac A.12026.DEV-4 a partir de la culture 

A.12026.DEV (sf9) et les 3 vracs 12D0066, 12D0070 et 12D0068 a partir de la culture 

12D0066 (sf9). A cette etape de purification, les 2 systemes de culture montrent une 

productivite similaire de particules virales d' AA V en termes de genomes viraux produits par 

cellule (de l'ordre de 104 vg/cellule) et de quantite totale de genomes viraux (environ 1013 vg). 

2. Caracterisation du vecteur scAA V9-SMN final (apres etape 2 de purification) 

La purification des vracs a ete poursuivie par 3 chromatographies successives a echange 

d'ions ( etape 2) en appliquant un procede decrit dans la litterature pour l'obtention de 

vecteurs AA V de grade precliniques et cliniques14
. Cependant, la resine anionique PO ROS 

50HQ, decrite comme non appropriee pour purifier les vecteurs AA V9 produits avec la 

methode classique (cellules humaines HEK293 adherentes), s'est revelee efficace pour 
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capturer les vecteurs AA V9 produits en suspension. Nous avons ainsi obtenu des preparations 

virales scAA V9-SMN dont le titre en genome viral, la purete, l'identite et la quantification 

des particules virales vides et pleines ont ete determines. A partir des 6 vracs recoltes a l'etape 

1, deux lots avec le systeme HEK293F et quatre lots avec le systeme sf9 ont ete generes, le 

lot 12D0106 ayant ete obtenu en reunissant les vracs 12D0066 et 12D0070 (tableau 2). 

a) Titration en genome viral (vg/ml) 

Les 2 systemes conduisent a une productivite similaire en ce qui concerne le nombre de 

genome viral (de l'ordre de 1011 a 1012 vg) et done de particules virales d' AA V9 contenant le 

transgene d'interet SMN (denommees particules d'AA V pleines). 

b) Purete et identite 

Le profil en SDS-Page et Western blot de 2 lots 12D0106 et A.12026.DEV-4 (systeme 

sf9) sont identiques avec la presence des 3 proteines virales Vpl, Vp2 et Vp3 de masses 

molaires respectivement de 87 kDa, 72kDa et 62 kDa et les quantites relatives de 1 : 1 : 10, 

correspondant a celles attendues et au controle interne (figlA et 1B). Ceci montre que les 

vecteurs scAA V9-produits avec le systeme sf9 sont purs et que la particule virale est 

conforme. 

Le profil en SDS-Page et en Western blot du lot 12D0055 (systeme HEK293F) montre la 

presence de tres nombreuses proteines dont certaines sont reconnues par l'anticorps Bl et qui 

correspondent a proteines virales degradees (figlA et 1B). Ceci indique que le vecteur 

scAA V9 produit avec le systeme HEK293F n' est pas pur. 

Le procede de chromatographie mis en place aujourd'hui et identique aux 2 systemes de 

culture, ne permet pas d'obtenir des lots purs de vecteurs scAA V9 produits avec le systeme 

HEK293F. 

c) Analyse des particules d 'AA V vides et pleines 

II a ete decrit dans la litterature que la densite est approximativement de 1,32 g/cm3 

( equivalent a 60S) pour les particules virales AA V vides, c'est-a-dire les vecteurs depourvus 

de genome viral et de 1,45 g/cm3 ( equivalent a 11 OS) pour les particules virales AA V pleines, 

c'est-a-dire ceux contenant un genome viral de taille maximale de 4800 bases15
. Sachant que 

la difference de densite est suffisamment significative pour les distinguer par centrifugation, 

nous avons aujourd'hui mis en place une methode pour separer analytiquement par 
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ultracentrifugation et quantifier les diff erentes especes presentes dans une preparation virale 

d'AAV. 

L 'analyse en ultracentrifugation analytique des vecteurs scAA V9-SMN a ete realisee dans 

un premier temps en comparant un lot produit en systeme sf9 (A.12026.DEV-4) avec le lot 

12D0055 produit en systeme HEK293 (figure 2). Le profil de distribution des especes permet 

d'identifier 2 categories de populations: 

a) < 60S correspondant a des proteines virales non assemblees et/ou contaminants. 

Cette population est quasiment absente dans le lot A.12026.DEV-4 alors qu'elles 

sont presentes en quantite non negligeable dans le lot 12D0055. Ces impuretes ont 

egalement ete detectees en SDS-Page (figure 1). 

b) 60S - 11 OS correspondant a des particules virales AA V intactes 

La population « 60S-11 OS » se decline en 2 sous-populations avec les particules virales 

d' AA V vides a 65S et les particules virales d' AA V pleines entre 80S et 11 OS avec le genome 

viral sous la forme simple brin a 90S et sous la forme double brin a 105S. Ces valeurs sont 

specifiques aux vecteurs scAA V9-SMN et seront redefinies en fonction du type du genome. 

De fa9on tres inattendue, nous avons detecte tres peu de particules virales d' AA V vides avec 

le systeme sf9 comparee au systeme HEK293. De plus, les particules virales AA V pleines 

sont nettement plus enrichies en genome sous forme double brin (105S) avec le systeme sf9 

comparee au systeme HEK293. 

Le profil de distribution du lot 12D0082 est identique a celui du lot 12D0055, ce qui confirme 

que le systeme HEK293 produit essentiellement tres peu de particules AA V pleines (< 25%) 

avec seulement 10% de particules virales con tenant le genome sous forme double brin. 

Une seconde experience avec les 3 lots de vecteurs scAA V9-SMN produits en systeme 

sf9 (A.12026.DEV-4, 12D0106, 12D0068) a ete realisee de la meme fa9on par 

ultracentrifugation analytique (figure 3). Ces 3 lots montrent tous un profil de distribution 

similaire et confirme que le systeme sf9 permet de produire des particules virales d' AA V 

essentiellement composees de particules d' AA V pleines (>80%) avec une tres forte 

proportion de genome viral sous forme double brin (>50% ). 
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Culture cellulaire Purification: Etape 1 

Type LotN° Cellule/ml Vrac N° 
Volume Titre Titre 

Total Vg 
(L) (vg/ml) (vg/cellule) 

HEK293F 
12D0004 l,0E+06 12D0055 0,5 4,0E+lO 4,0E+04 2,0E+l3 
12D0082 l,0E+06 12D0082 2 l,2E+ 10 l,2E+04 2,4E+ 13 

A.12026.DEV l,0E+06 A.12026.DEV-4 2 2,2E+10 l,3E+04 4,5E+l3 

sf9 
12D0066 2 l,9E+ 10 l,0E+04 3,8E+l3 

12D0066 l,9E+06 12D0070 2 2,0E+lO l,0E+04 4,0E+ 13 
12D0068 2 6,4E+09 3,4E+03 l,3E+ 13 

Tableau 1 : Description de la concentration cellulaire dans le bioreacteur de 1 0L avant 

transfection ou infection, des volumes (L) et des titres en genomes viraux (vg/ml) obtenus 

apres la purification ( etape 1) de 2L culture cellulaire. 

Culture cellulaire Purification 
Etape 1 Etape2 

Type LotN° 
Vrac N° LotN° Vol (ml) 

Titre 
Total Vg 

(vg/mL) 

HEK293F 
12D0004 12D055 12D0055 0,6 l,6E+l2 9,5E+ll 
12D0082 12D0082 12D0082 0,8 5,lE+ 11 4,lE+ll 

A.12026.DEV A.12026.DEV-4 
A.12026.DE 

1,2 l,4E+l2 l,7E+l2 
V-4 

sf9 12D0066 
12D0106 0,8 9,4E+ll 7,5E+ 11 

12D0066 12D0070 
12D0068 12D0068 0,5 l,6E+l2 8,0E+ 11 

Tableau 2 : Description du volume, du titre en genomes viraux ( vg/ml), quantite totale de 

genomes viraux de particules d' AA V9 (vg) obtenus apres 1' etape 2 de purification 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour la production d'un vecteur AA V double brin (scAA V) a haut titre et a grande 

echelle, comprenant la mise en culture en suspension de cellules d'insectes infectees par un ou 

plusieurs vecteurs baculoviraux recombinants codant les proteines Rep et Cap d'AA V et pour 

un genome viral d'AA V contenant un transgene d'interet, ledit genome viral d'AA V etant 

susceptible de former un genome double brin dans la particule virale. 

2. Procede pour la production de particules virales scAA V, le procede permettant la 

production de particules scAA V dont plus de 20 % ont encapside de l'ADN viral et sont 

fonctionnelles, comprenant la mise en culture en suspension de cellules d'insectes infectees 

par un ou plusieurs vecteurs baculoviraux recombinants codant les proteines Rep et Cap 

d'AA V et codant pour un genome viral d'AA V contenant un transgene d'interet, ledit genome 

viral d'AA V etant susceptible de former un genome double brin dans la particule virale. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, la cellule d'insecte etant une cellule sf9. 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, les cellules d'insecte etant 

infectees au moyen de deux baculovirus, l'un des deux vecteurs baculoviraux codant les 

proteines Rep et Cap, et l'autre vecteur baculoviral codant le genome viral d'AA V. 

5. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, dans lequel le vecteur scAA V 

produit est de serotype 9. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, comprenant en outre une etape de 

purification du vecteur scAA V. 

7. Procede selon la revendication 6, la purification comprenant les deux etapes suivantes: 

a) lyse des cellules d'insecte; et 

b) passage du lysat ainsi obtenu sur des colonnes de chromatographie echangeuse d'ions. 

8. Procede selon la revendication 7, dans lequel l'etape b) de chromatographie echangeuse 

d'ions comprend successivement un passage de l'echantillon sur une resine cationique en 
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mode capture, un passage sur une resine anionique en mode negatif et un passage sur une 

autre resine anionique en mode capture. 

9. Procede de purification d'un scAA V comprenant la soum1ss1on d'un lysat de cellule 

produisant des scAA V sur des colonnes de chromatographie echangeuse d'ions, comprenant 

successivement un passage de l'echantillon sur une resine cationique en mode capture, un 

passage sur une resine anionique en mode negatif et un passage sur une autre resine anionique 

en mode capture. 

10. Composition comprenant des particules scAA V, au moins 20 % des particules comprenant 

un genome AA V encapside a l'interieur desdites particules et ces particules etant 

essentiellement composees de genome viral sous forme double brin. 
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