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PROCEDE DE PRODUCTION DE VIRUS ENVELOPPES

L'invention concerne un procede de production de virus enveloppes produits par culture
cellulaire en milieu modérément acide. Les procédés de linvention sont utiles pour la
production de ces particules pour des applications en recherche biomeédicale ou
biotechnologique afin de faciliter les rendements de production notamment lorsqu’elle est

réalisée a grande échelle et dans des conditions respectant les bonnes pratiques de fabrication

(BPF).

ARRIERE PLAN TECHNOLOGIQUE

Les vecteurs viraux enveloppés, et notamment les vecteurs lentiviraux tels que ceux dérivés
du virus de I'immunodéficience humaine-1 (VIH-1) sont des outils prometteurs dans le cadre
des approches de thérapie génique. Cependant, la production de masse de grade clinique de
tels vecteurs reste un challenge a 'heure actuelle. Plusieurs approches ont été€ proposées pour
améliorer leur production: optimisation de la transfection des plasmides nécessaires a la
production du vecteur dans les cellules hotes (e.g. optimisation de l'agent de transtection, de
la densité cellulaire, du ratio de plasmides, etc.) ou des conditions de culture cellulaire
focalis€ées sur des voies métaboliques cellulaires particulieres (e.g. ajout de lipides,

cholestérol, chloroquine, butyrate de sodium, etc.) (Ansorge et al. 2010; Schweizer and

Merten 2010).

Les inventeurs ont eu l'idée d’éelargir ce champ et doptimiser des parametres physico-
chimiques, et se sont plus particulierement intéressé€s aux conditions de pH. La neutralité du
pH du milieu est considérée comme un parametre critique pour la culture de cellules de
mammiferes. Par ailleurs, une étude a rapporté que des lentivirus pseudotypés avec les
glycoprotéines d'enveloppe du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV-G) sont instables a pH
6 en tampon phosphate (Higashikawa and Chang 2001). Au regard de ces €léments, 'homme
du meétier aurait considéré que la diminution du pH dans les milieux de culture aurait un

impact négatif sur la production de virus enveloppés.
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RESUME DE L'INVENTION

La présente invention découle de I'observation de l'amélioration de la production de virus
enveloppés lorsque les cellules productrices desdits virus sont cultivées en milieu
modérément acide. De maniére tout a fait surprenante, lesdites conditions moderément
acides ont permis la production de virus présentant des titres infectieux deux a trois fois

supérieurs a ceux obtenus en milieu neutre classiquement utilise.

L'invention a donc pour objet l'utilisation de conditions modérément acides pour la
production d'un virus enveloppé. Plus particulierement, l'invention concerne un proced¢ de
production d'un vecteur lentiviral enveloppé, caractérisé en ce que le milieu de culture utilise

pour la culture des cellules hotes productrices dudit vecteur est un milieu modérement acide.

['invention a également pour objet un procédé de production d'un lentivirus dans une cellule
hote, caractérisé en ce que ladite cellule hote dudit lentivirus est cultivée dans un milicu

modérément acide, le pH du milieu étant compris entre 5,8 et 6,2.

L'invention a également pour objet un procedé de production d'un lentivirus, caracterise en
ce que le procédé comprend une étape de mise en culture d’une cellule hote productrice

dudit lentivirus dans un milieu modérément acide, le pH du milieu €tant compris entre 5,8 et

6,2.

L'invention a également pour objet une trousse pour la mise en ceuvre du procéde selon

I’invention, comprenant un milieu de culture modérément acide de pH compris entre 5,8 et
6.2, ou un milieu de culture accompagné d'une ou plusieurs solution(s) utile(s) pour amener
le pH dudit milieu a une valeur modérément acide comprise entre 5,8 et 6,2, la trousse
comprenant en outre :

(a) un ou plusieurs plasmides appropriés pour la production du lentivirus ; et/ou

(b) des cellules appropriées pour la production dudit lentivirus.

L'invention a également pour objet une trousse pour la mise en ceuvre du procéde ci-detfini,

comprenant un milieu de culture modérément acide de pH compris entre 5,8 et 6,2, ou un

CA 2923554 2018-10-22
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2a
milieu de culture accompagné d'une ou plusieurs solution(s) utile(s) pour amener le pH dudit

milieu 4 une valeur modérément acide comprise entre 5,8 et 6,2, la trousse comprenant en
outre :

(a) un ou plusieurs plasmides appropriés pour la production du lentivirus ; et/ou

(b) des cellules appropriées pour la production dudit lentivirus,

ladite trousse comprenant éventuellement des instructions pour la mise en ceuvre du

procédé de production d'un lentivirus selon I’invention.

L'invention a également pour objet une trousse pour la mise en ceuvre du procede ci-défini,
pour la production d'un lentivirus, comprenant (i) des moyens pour la mise en ceuvre dudit
procédé et (ii) des instructions a suivre pour la mise en ceuvre du procéde, la trousse
comprenant les moyens (a) et (b), (a) et (c), (b) et (c) ou (a) et (b) et (¢) suivants :

(a) un ou plusieurs plasmides appropri€s pour la production du lentivirus ;

(b) des cellules appropriées pour la production dudit lentivirus ; et

(c) un milieu de culture modérément acide, ou un milieu de culture accompagne d'une
ou plusieurs solution(s) utile(s) pour amener le pH dudit milieu a une valeur moderément

acide comprise entre 5,8 et 6,2.

L'invention a également pour objet une trousse pour la mise en ccuvre du procéde ci-défini,
pour la production d'un lentivirus, comprenant (1) des moyens pour la mise en ceuvre dudit
procédé et (ii) des instructions & suivre pour la mise en ceuvre du procede, la trousse
comprenant les moyens (a) et (¢), (b) et (¢) ou (a) et (b) et (¢) suivants :

(a) un ou plusieurs plasmides appropri€s pour la production du lentivirus ;

(b) des cellules appropriées pour la production dudit lentivirus ; et

(¢) un milieu de culture modérément acide, ou un milieu de culture accompagne
d'une ou plusieurs solution(s) utile(s) pour amener le pH dudit milieu a une valeur

mod¢rément acide comprise entre 5,8 et 6,2.

L'invention a également pour objet une trousse pour la mise en ceuvre du procéde ci-defini,
comprenant un milieu de culture accompagné d'une ou plusieurs solution(s) utile(s) pour

amener le pH dudit milieu a une valeur modérément acide comprise entre 5,8 et 6,2.

CA 2923554 2018-10-22
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

L'invention concerne donc un procédé pour la production de vecteurs enveloppes caracterise

en ce que lesdits vecteurs sont produits en condition modérément acide.

L'expression "condition modérément acide" désigne le pH d'une solution aqueuse cCompris
entre 5 et 6,6, en particulier entre 5,5 et 6,6 ou entre 5 et 6,2, plus particulierement entre 5,8
et 6,2. Le pH sera notamment égal a 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6, 6,1 ou 6,2. Selon un mode
particulier de réalisation, le pH est d'environ 6. Le pH choisi dépendra également du pouvoir

tampon du milieu utilisé, ce que 'nomme du métier pourra déterminer facilement compte

tenu de ses connaissances generales.

['homme du métier est en mesure de modifier le pH d'une solution, notamment le pH d'un
milieu de culture cellulaire. Il peut notamment introduire dans ladite solution une solution
d'un acide, notamment d'un acide fort tel que 1'acide chlorhydrique. Au besoin, une solution
d'une base, notamment d'une base forte telle que I'hydroxyde de sodium, peut €tre utilisce

pour réajuster le pH a la hausse pour atteindre la valeur souhaitee.

En dehors des conditions modérément acides qui font l'objet de la présente invention, le

procédé employé de production de virus enveloppés met en ceuvre des procédés et materiaux

bien connus dans le domaine. L'homme du métier peut se référer a ses connaissances —

CA 2923554 2018-10-22
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génerales dans la production de virus enveloppés, notamment représentées par (Ansorge et al.

2010; Schweizer and Merten 2010; Rodrigues et al. 2011).

Dans le cadre de la présente invention, le terme "virus® désigne aussi bien un virus naturel, tel
que trouveé dans la nature, qu'un virus modifie, dont le génome comporte des modifications
par rapport a celur du virus parental dont 1l est 1ssu. 1l peut s'agir dun virus atténu€, qui a
perdu tout ou partie de son pouvoir pathogene par rapport au virus naturel dont 1l dérive. Son
génome est modifi€ in vivo au cours des passages successifs en culture cellulaire ou dans un

organisme vivant. Le terme "virus" peut faire €galement référence a un virus recombinant,
dont le génome est modifié in vitro par les techniques du génie génétique. La modification
peut, par exemple, permettre d'inactiver au moins un gene essentiel a la réplication virale
(rendant le virus défectif pour la réplication) et/ou d'insérer un fragment d ADN codant une
protéine ou un ARN hétérologue (normalement non codée par le virus naturel). Dans ce
dernier cas, on fait référence a un "vecteur viral”. L'insertion a lieu dans une région appropriée
du génome viral, de maniere a permettre 1'expression du fragment dADN hétérologue dans

une cellule cible. Le terme "virus” désigne €galement les particules pseudo-virales, cest-a-
dire des particules virales soit sans glycoprotéine d’enveloppe a leur surface, soit sans génome

et obtenues par 'assemblage spontané de protéines structurales et/ou enzymatiques du virus.

Selon un mode particulier de réalisation, le virus enveloppé est un vecteur viral. Le vecteur
viral est notamment dérivé d’un rétrovirus, en particulier un lentivirus. Les vecteurs
rétroviraux produits selon l'invention sont notamment dérivés d’alpharétrovirus (tel que le
VLA ou ALV en anglais pour avian leukosis virus), de bétarétrovirus (tel que le VIMM ou
MMTV en anglais pour mouse mammary tumor virus), de gammarétrovirus (tel que les
diftérents types de VLM ou MLV en anglais pour murine leukemia virus), de deltarétrovirus
(tel que les différents types de VLTH ou HTLV en anglais pour human T-lymphotropic
virus), d’epsilonrétrovirus (tel que le VSDW ou WDSV en anglais pour Walleye dermal
sarcoma virus), de spumavirus (tel que le VFH ou HFV en anglais pour human foamy virus et
le VES ou SFV en anglais pour simian foamy virus), de lentivirus de primate tels que les
différents types de virus de I'immunodéficience humaine (VIH ou HIV en anglais pour human
immunodeficiency virus), les différents types de virus de I'immunodéficience simienne (VIS,
ou SIV en anglais pour simian immunodeficiency virus), ou de lentivirus de mammiferes non
primates tels que le virus de lI'anémie infectieuse équine (VAIE, ou EIAV en anglais pour

equine infectious anemia virus), le virus de I'immunodéficience f€line (VIE, ou FIV en anglais
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pour feline immunodeficiency virus), le virus de l'arthrite-encéphalite caprine (VAEC, ou
CAEV en anglais pour caprine arthritis-encephalitis virus), ou le virus ovin Visna-maédi

(VVM ou VMY en anglais pour visna maedi virus).

Selon un mode particulier de réalisation, le vecteur rétroviral, en particulier lentiviral, est
pseudotypé, cest-a-dire qu'il comprend une glycoprot€ine d'enveloppe dérivée dun virus
différent du virus dont est dérivée la particule rétrovirale, une glycoprotéine d'enveloppe
modifiée ou une glycoprotéine denveloppe chimérique. Selon un mode particulier de
réalisation, le vecteur rétroviral est pseudotypé avec une glycoprotéine d’enveloppe dérivée
du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV-G) ou du virus leucémogene du gibbon (GALYV en
anglais pour gibbon ape leukemia virus), bien que I'homme du métier puisse envisager
['utilisation d'autres glycoprotéines d'enveloppe virale (Frecha et al. 2008). Selon un mode
particulier de réalisation, le vecteur rétroviral, plus particulierement lentiviral, est pseudotypé
avec une glycoprotéine d’enveloppe modifiée tel que GALVTR (glycoprotéine d’enveloppe
de GALYV dont I'’extrémité C-terminale intravirion a été remplacée par 1’extrémité C-terminale
de la glycoprotéine d’enveloppe du virus leucémogene humain amphotrope A-MLYV,
permettant ainsi une incorporation de la glycoprotéine d’enveloppe trés efficace dans la
particule lentivirale) (Christodoulopoulos and Cannon 2001). Selon un mode particulier de
réalisation, le vecteur rétroviral, plus particulierement lentiviral, est pseudotypé avec une
glycoprot€ine d’enveloppe chimérique tel que la glycoprotéine d’enveloppe du virus de la
rougeole dans laquelle a ét€¢ insérée une protéine de fusion codant la région variable des
chaines lourde et l€gere d’une immunoglobuline (sckv en anglais pour single chain variable
fragment) ou une prot€ine a domaines ankyrin répet€s (DARPins en anglais pour designed

ankyrin repeat proteins) pour permette le ciblage spécifique d’ un récepteur donné a la surface

des cellules cibles (Anliker et al. 2010; Munch et al. 2011).

Selon un mode particulier de réalisation, la glycoprotéine d'enveloppe virale utilisée pour
pseudotyper le vecteur retroviral, plus particulierement lentiviral, est dérivée dune
olycoprotéine d'enveloppe d'un virus appartenant a la famille des rhabdoviridae, notamment
au genre vesiculovirus (e.g. VSV-G) ou au genre Lyssavirus (e.g. virus de la rage, virus
Mokola); a la tfamille des Arenaviridae (e.g. le virus de la chorioméningite lymphocytaire
(LCMYV)); a la famille des togaviridae, plus particulierement au genre alphavirus (e.g. virus de
la Ross River (RRV), virus Sindbis, virus de la forét de Semliki (SFV), virus de 1'encéphalite

equine vénézuelienne, virus de l'encéphalite €équine de 1'Ouest); a la famille des filoviridae,
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plus particuliecrement au genre filovirus (e.g. virus Ebola, virus Lassa); a la famille des
retroviridae, plus particulierement au genre alpharétrovirus (e.g. virus de la leucose aviaire
(ALV), virus du sarcome de Rous (RSV)), au genre bétarétrovirus (e.g. rétrovirus du mouton
Jaagsiekte), au genre gammaréetrovirus (e.g. différents virus de la leucémie murine (MLV),
virus endogene du babouin sauvage (BAEV) ou modifié (BAEVTR), virus de la leucémie du
Gibbon sauvage (GALV) ou modifi¢ (GALVTR)), au genre deltaretrovirus (e.g. virus T-
lymphtrophique humain (HTLV-1), au genre spumavirus (e.g. virus spumeux humain), au
genre lentivirus (e.g. virus maedi-visna (MMV)); a la famille coronaviridae, plus
particulierement au genre coronavirus (e.2. SaRS-CoV); a la famille paramyxoviridae, plus
particulierement au genre respirovirus (e.g. virus de Sendai, virus parainfluenza de type 3
humain), au genre henipavirus (e.g. virus Nipah), au genre morbillivirus (e.g. virus de la
rougeole); a la famulle flaviridae, plus particulierement au genre hepacivirus (e.g. virus de
['hépatite C (HCV)); a la tamille orthomyxoviridae, plus particulierement au genre influenza
virus A (e.g. virus influenza); a la famille baculoviridae, plus particulierement au genre
nucleopolyhedrovirus (e.g. virus de la polyédrose nucléaire multiple d'Autographa
californica). La glycoprotéine denveloppe utilis€e pour le pseudotypage est plus
particulierement une glycoprotéine denveloppe modifiée, par exemple une protéine
d'enveloppe fusionnée a un fragment d'anticorps a chaine unique variable ScFV, telle qu'une
glycoprotéine d'enveloppe rougeole-ScFV, Tupaia-ScFV, Sindbis-ScFV:; une protéine
d'enveloppe fusionnée a des domaines Ankirine répétés telle quune protéine d'enveloppe

rougeole/DARPIns (Measles/DARPins); ou encore une protéine d'enveloppe VSV-G +

nanobody display a liaison défectueuse (binding-detective).

Selon un mode particulier de réalisation, le rétrovirus, plus particulierement le lentivirus,
produit selon lI'invention est pseudotypé avec une glycoprotéine VSV-Q, rougeole, GALYV ou

BAEYV (s1 le virus est un rétrovirus), GALVTR ou BAEVTR (s1 le virus est un lentivirus) ou

gp64 de baculovirus.

Le virus enveloppé peut par ailleurs contenir un transgene d'intérét introduit dans son génome.
Bien entendu, le transgene d'intérét dépendra de l'utilisation spécifique pour laquelle le
vecteur viral enveloppé est destiné. De maniere illustrative, citons un transgene dintérét
codant un ARN thérapeutique (e.g. un transgene d'intérét codant un ARN antisens
complémentaire d'une séquence cible ARN ou ADN), un transgene de thérapie génique

codant une protéine déficiente ou absente chez un sujet atteint d'une pathologie, ou un
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transgene utilis€ pour une vaccination par ADN, c'est-a-dire un transgene codant une proté€ine
dont l'expression induira une vaccination de l'organisme receveur contre ladite protéine. Le
procéde selon l'invention permet donc de produire un vecteur viral enveloppé utilisable en
thérapie génique. Le procédé selon l'invention est avantageusement compatible avec les
bonnes pratiques de laboratoires et permet d'envisager une production a grande échelle de
vecteurs viraux enveloppés, notamment de vecteurs lentiviraux, en particulier de vecteurs

lentiviraux pseudotypé€s (en particulier avec les protéines d'enveloppes VSV-G ou GALVTR).

Selon un mode préféré de réalisation pour la production d'un vecteur lentiviral, les quatre
eléments suivants sont introduits dans la cellule hote: une cassette d'expression comprenant un
gene gagpol lentiviral, une cassette d'expression comprenant un gene rev lentiviral, une
cassette d'expression d'un transgene d'intérét, compris entre un LTR-5" et un L'TR-3' lentiviral,

et une cassette d'expression de glycoprotéine(s) d'enveloppe.

Dans un mode particulier de réalisation, le virus enveloppé, notamment un vecteur rétroviral,
plus particulierement un vecteur lentiviral, est produit a partir d'une lignée stable exprimant

un ou plusieurs €léments nécessaires a la production dun virus enveloppée (Miller 2001;
Rodrigues et al. 2011), comme par exemple la lignée productrice humaine GPRG-EF1a-

hyOPT qui produit constitutivement un vecteur lentiviral dérivé du VIH-1 pseudotypé avec
la glycoprotéine d’enveloppe VSV-G (Greene et al. 2012), ou par exemple la lignée
productrice murine PG13-MFG-GFP qui produit constitutivement le vecteur gammarétroviral
MLYV pseudotypé avec la glycoprotéine d’enveloppe GALV (Merten 2004). Dans un mode
particulier de réalisation, le virus enveloppé est produit a partir d'une cellule hote de
mammifere transtectée de maniere transitoire avec un ou plusieurs plasmides codant les
eléements nécessaires a la production du virus. Selon une variante permettant la production
dun vecteur lentiviral, lesdits ¢léments sont introduits dans la cellule au moyen de 4
plasmides: un plasmide portant une cassette dexpression comprenant un gene gagpol
lentiviral, un plasmide portant une cassette d'expression comprenant un gene rev lentiviral, un
plasmide de transfert comprenant une cassette d'expression d'un transgene dintérét, compris
entre un LTR-5" et un LTR-3' lentiviral et un plasmide portant une cassette d'expression de

glycoprotéine(s) d'enveloppe.

L'homme du métier comprendra de la présente divulgation que la mise en culture dans un

milieu modérément acide est réalisée selon l'invention des la mise en production du virus.
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Cest a dire que la cellule productrice est mise en culture dans un milieu dont le pH est
modérément acide avant contact avec les cellules productrices. Selon un mode particulier de
réalisation, la cellule est mise en culture dans un milieu modérément acide 5 a 24 heures apres
transtection, plus particuliecrement 10 a 20 heures post-transfection, encore plus

particulierement 16 a 20 heures post-transfection.

La cellule hote peut €tre choisie parmi toute cellule permettant la production dun virus

enveloppé€. Selon un mode particulier de réalisation, ladite cellule est choisie parmi une

cellule humaine (HEK293, HEK293T, HEK293FT, Te671, HT1080, CEM), une cellule de
muridé (NIH-3T3), une cellule de mustélidé (Mpf), une cellule de canmidé (D17) (Miller 2001;
Miller et Chen 1996; Merten 2004; Rodrigues et al. 2011; Stacey et Merten, 2011).

Les cellules sont cultivées dans un milieu approprié pour la culture de cellules mammiteres et
la production d'un virus enveloppé. Le milieu peut par ailleurs €tre complémenté avec des
additifs bien connus dans le domaine tels que des antibiotiques, du sérum (notamment du
serum de veau foetal, etc.) ajout€s dans des concentrations appropriees. Le milieu utilisé peut
notamment comprendre du sérum ou en étre dépourvu. Les milieux de culture de cellules
mammiferes sont bien connus dans le domaine. On peut citer a ce titre le milieu DMEM
(Dulbecco’'s Modified Eagle's medium), le RPMI1640 ou un mélange de diftérents milieux de
culture, incluant, par exemple, le DMEM/F12, ou un milieu sans sérum comme I'’optiMEM®,
I’opt1iPRO®, 1'opt1IPRO-SFM®, le CD293®, le Freestyle F17® (Life Technologies) ou I’ Ex-
Cell® 293 (Sigma-Aldrich).

Dans les procédés employant des cellules transfectées de maniere transitoire, tout agent
permettant la transfection de plasmides peut etre utilisé. Il peut €tre notamment fait emploi de
phosphate de calcium ou de polyéthyleneimine, bien que d'autres agents puissent €tre
envisagés par 'homme du métier (Ansorge et al. 2010). Les conditions (notamment quantité
de plasmide(s), ratio entre les plasmides, ratio entre le(s) plasmide(s) et l'agent de
transtection, le type de milieu, etc.) et la durée de transtection pourront étre adaptées par
I'homme du métier en fonction des caractéristiques du virus produit et/ou du transgene

introduit dans le plasmide de transfert.

Le virus enveloppé est ensuite récolte a partir du surnageant de culture selon des méthodes

bien connues dans le domaine.
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Selon un mode particulier de réalisation, le procédé€ selon I'invention comprend les €tapes
sulvantes:

- la transtection transitoire de cellules HEK2Z93T au moyen dun ou plusieurs plasmides
codant les €léments nécessaires a la production dudit vecteur enveloppé:

- la culture desdites cellules dans un milieu appropri€, dont le pH est d'environ 6;

- la récolte du virus enveloppé€ dans le surnageant de culture.

Selon une variante de ce mode de réalisation, le virus enveloppé produit est un lentivirus
produit apres transfection des cellules au moyen de quatre plasmides: un plasmide portant une
cassette d'expression comprenant un gene gagpol lentiviral, un plasmide portant une cassette
d'expression comprenant un gene rev lentiviral, un plasmide de transfert comprenant une
cassette d'expression d'un transgene d'intérét, compris entre un L'TR-5" et un LTR-3' lentiviral
et un plasmide portant une cassette d'expression de glycoprotéine(s) d'enveloppe. Selon une
variante, la protéine d'enveloppe est dérivée du virus VSV (en particulier enveloppe VSV-G)
ou du virus GALV (en particulier la glycoprotéine modifiee GALVTR pour les vecteurs

lentiviraux).

Les virus ou vecteurs viraux produits peuvent ensuite €tre purifies selon des procédeés bien

connus de I'homme de l'art (Segura et al. 2011).

L'invention concerne par ailleurs un milieu de culture de cellules mammiferes, ledit milieu
ctant modérément acide. En particulier, le milieu de culture est a un pH compris entre 5,5 et
6,6, plus particulicrement entre 5,8 et 6,2. Plus particuliecrement, le pH du milieu de culture
selon la présente invention est denviron 6. Selon un autre mode particulier de réalisation, le
milieu de culture est DMEM modérément acide, notamment de pH tel que défini ci-avant. En
particulier, le milieu de culture selon l'invention est un milieu DMEM de pH compris entre
5,8 et 6,2, en particulier un milieu DMEM de pH 6. Il est entendu que le milieu de culture
selon I'invention est caractérisé par un pH modérément acide avant mise en culture des

cellules.

L'invention concerne par ailleurs une trousse (ou kit) pour la mise en oeuvre du procede de
production de virus enveloppés tels que défini ci-dessus, comprenant un milieu de culture

modérément acide, ou un milieu de culture accompagné d'une ou plusieurs solution(s) utiles
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pour amener le pH dudit milieu a une valeur modérément acide, la trousse comprenant en
outre:
(a) un ou plusieurs plasmides appropri€s pour la production du virus enveloppé; et/ou

(b) des cellules appropriées pour la production dudit virus.

La trousse de l'invention est destinée a la production d'un virus enveloppé selon l'invention.
Ainsi, elle peut en outre comprendre des instructions d'utilisation des différents constituants
de la trousse permettant de produire un virus enveloppé selon I'invention. En particulier, ces
instructions peuvent indiquer la maniere dont les cellules destinées a la production doivent
étre transfectées avec les plasmides appropri€és et cultivées dans le milieu de culture. En
particulier, les instructions indiquent que les cellules productrices du virus enveloppé doivent

etre cultivées dans un milieu de culture de pH modérément acide tel que détaillé ci-dessus.

L'invention concerne également une trousse pour la mise en oeuvre du procédé de production
de virus enveloppés tels que défini ci-dessus, comprenant (1) des moyens pour la mise en
oeuvre dudit proceéde et (11) des instructions a suivre pour la mise en oeuvre du procédé. Selon
un mode particulier de réalisation, les moyens compris dans la trousse sont choisis parmi un
ou plusieurs des moyens suivants:

(a) un ou plusieurs plasmides appropri€s pour la production du virus enveloppé:

(b) des cellules appropriées pour la production dudit virus; et

(¢) un milieu de culture modérément acide, ou un milicu de culture accompagne dune
ou plusieurs solution(s) utiles pour amener le pH dudit milieu a une valeur modérément acide.

Une trousse selon I'invention peut ainsi notamment comprendre les moyens (a) et (b), (a) et

(c), (b) et (c) ou (a) et (b) et (c).

L'invention concerne €galement une trousse pour la mise en ceuvre du procédé selon de
production de virus enveloppés tel que détaillé ci-dessus, comprenant un milieu de culture
accompagné dune ou plusieurs solution(s) utiles pour amener le pH dudit milieu a une valeur

modérément acide.

LEGENDE DES FIGURES

Figure 1. Production d’un vecteur lentiviral (LV) pseudotypé avec I’enveloppe GALVTR
(GALVTR-LV) dans diverses conditions de pH. (a) Les milieux de culture (DMEM/SVF)
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ont été tamponneés au pH indique a l'aide d'acide chlorhydrique ou d'’hydroxyde de sodium.
L'indicateur de pH contenu dans le milieu (rouge de phénol) présente une couleur allant du
jaune (pH 6) au violet (pH 8). (b) des particules GALVTR-LV ont €t€ produites a partir de
cellules HEK293T cultiveées en milieu DMEM/SVF a la valeur de pH indiqué. Les titres
infectieux (TU/ml) ont €t€ déterminés apres transduction de cellules HCT116 et quantification
du niveau d’expression du transgene GFP par cytométrie en tlux. Le contenu des surnageants
en particules physiques GALVTR-LV a ¢ét¢ quantifi€ par mesure quantitative de la capside
p24 du VIH-1 au moyen dun kit ELISA commercial. L'activité spécifique correspondant au
rapport entre les titres infectieux et la quantité de particules physiques (TU/ng de p24) est
représentée sous les histogrammes. Les résultats représentent la moyenne de deux expériences
indépendantes + I’écart-type. Sept lots de vecteur GALVTR-LV ont été produits dans du
milieu 2 pH 7,2 ou pH 6 et ont été titrés pour leur contenu en particules infectieuses (¢) ou en
particules physiques (d). (e) L'activité spécifique de chaque surnageant GALVTR-LV est

représentée. Les barres indiquent la valeur moyenne des distributions.

Figure 2. Production d’un vecteur lentiviral VSV-G-LV dans des conditions de pH neutre ou
legerement acide. (a) Six lots de vecteur VSV-G-LV ont €té produits a partir de cellules
HEK293T cultivees dans du milieu DMEM/SVF au pH indique. Les titres infectieux ont é€té
déterminés comme dans la fig. 1b. (b) La quantité de particules physiques a €t€ déterminée
par mesure quantitative de la capside p24 du VIH-1 au moyen d'un kit ELISA commercial. (¢)
L'activité spécitique de chaque surnageant VSV-G-LV est représentce. Les barres indiquent la

valeur moyenne des distributions.

Figure 3. Production d’un vecteur gammarétroviral GALV-MLYV dans des conditions de pH
neutre ou légerement acide. Six lots de vecteur GALV-MLV ont été produits a partir de
cellules HEK293T cultivées dans du milieu DMEM/SVF au pH indiqué. Les titres infectieux
ont été determinés comme dans la fig. 1b. Les barres indiquent la valeur moyenne des

distributions.

Figure 4. Etude de la stabilité de particules lentivirales GALVTR-LYV apres plusieurs cycles
de congélation/décongélation. (a) Représentation schématique du protocole de congélation/
décongélation des vecteurs. (b) Plusieurs lots de vecteur GALVTR-LV, produits a pH 7,2
(noir) ou pH 6 (gris), ont €té exposé€s a un ou deux cycles de congélation/décongelation. Les

titres infectieux ont é€t¢ déterminés comme dans la fig. 1b. Les données représentent les
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différents titres infectieux obtenus (figure de gauche) ou ont €t€ normalisées a 100% par
rapport a la condition correspondant a un cycle de congélation/décongélation (figure de

droite). Température Ambiante (T.A.), Congélation (Congél.), Décongélation (Décongél.).

Figure 5. Etude de la stabilité de particules lentivirales GALVTR-LV apres exposition a une
température de 37°C. Les cryotubes contenant un millilitre de particules GALVTR-LYV,
produits a pH 7,2 ou pH 6, ont ¢t€ incubées a 37°C pendant O a 4 jours. Ensuite, les titres
infectieux ont été€ déterminés comme dans la fig. 1b. (a) Les données sont représentées soit
comme les titres infectieux obtenus a partir de trois expériences indépendantes ou (b) la
moyenne des titres infectieux =+ I’€cart-type et normalisée a 100% par rapport a la condition

controle (condition correspondant a un vecteur GALVTR-LYV non exposé a 37°C).

Figure 6. Etude des niveaux d'expression de p335gag intracellulaire dans les cellules
HEK?293T productrices cultivées dans un milieu a pH neutre ou 1égerement acide. (a) Western
blot de I'expression de p55gag dans des lysats de cellules HEK293T produisant du vecteur
GALVTR-LV a pH 7,2 ou pH 6. Le niveau d'expression de p35gag est normalisé€ par rapport
au niveau d’expression de l'actine. (b) Les histogrammes représentent le niveau moyen
d'expression de p35gag normalis€ par rapport au niveau d'expression de l'actine dans quatre

expériences indépendantes + I’ €cart-type.

EXEMPLES

Matériel et méthodes

Culture cellulaire

Des cellules HCT116 dérivées dun carcinome colorectal humain (CCL-247; ATCC,
Manassas, VA), des cellules HEK293T de rein embryonnaire humain (Merten et al. 2011), et
des cellules productrices de gammarétrovirus GALV-MLYV (lignée PG13-MFG-GFP) (Fenard
et al. 2013) ont €t€ cultivés a 37°C, 5 % de CO:2 dans du milieu Dulbecco’'s moditied Eagle's

medium (DMEM + Glutamax) supplémenté avec 2 a 10% de sérum de veau foetal (SVF)
inactivé a la chaleur (Life Technologies, St-Aubin, France). Le milieu DMEM/SVF a été
tamponné aux valeurs de pH indiquées en utilisant de I'acide chlorhydrique ou de I'hydroxyde

de sodium, puis a €té€ stérilisé sur filtre (0,22u).
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Production de vecteur viraux et titration

Des vecteurs lentiviraux dérivées de VIH-1 ont été générés par transfection transitoire au
phosphate de calcium de 4 plasmides dans des cellules HEK293T (Fenard et al. 2013) : les
plasmides d'expression de gagpol (pKLgagpol) et rev (pBArev), le plasmide de transfert
codant la protéine verte fluorescente GFP (pCCL-eGFP) et le plasmide codant la
glycoprotéine d'enveloppe GALVTR (pBA.GALV/Ampho-Kana) ou VSV-G (pMDG). 16 a
20 h post-transfection, les cellules HEK293T ont été lavées et incubées dans du milieu
DMEM/SVF tamponné a la valeur de pH indiquée, comprise entre 6 et 8. Apres 24 h de
production, les surnageants viraux ont €té collectés, filtrés (0,45u) et congelés a -80°C. Les
titres de particules physiques ont €té déterminés par mesure quantitative de la capside p24 du
VIH-1 au moyen d'un kit ELISA commercial (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). Les titres
infectieux ont ét€ déterminés sur cellules HCT116 en détectant la GFP par cytométrie en flux
(FACSCalibur, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), les titres étant exprimés en unités

de transduction par millilitre (TU/ml) (Fenard et al. 2013).

Exposition des vecteurs viraux a une température de 37°C et a de multiples cycles de
congélation/décongélation

Des tubes de congelation de 1 ml contenant du surnageant GALVTR-LV (vecteur lentiviral
pseudotypé avec la glycoprotéine d'enveloppe GALVTR) produit a pH 7,2 ou 6 ont été
incube€s pendant le temps indiqué a 37°C (les tubes a visse restant fermés). Puis, les tubes ont
et¢ congelés a nouveau a -80°C et des titrations sur cellules HCT116 ont été réalisées
simultanément pour toutes les conditions afin de se prémunir des variations inter-
expérimentales.

Pour les expériences de stabilité a la congélation/décongélation, les premier et second cycles
de congélation/décongélation ont €té réalisés en parallele avec deux échantillons différents
provenant de la méme production de GALVTR-LV. Cette procédure a permis d'évaluer
simultanément tous les titres infectieux GALVTR-LV afin d'éviter toute variabilité inter-

experimentale.

Western blot et analyse

Les cellules productrices ont été lavées et lysées dans un tampon contenant 50 mM de Tris-
HCI pH 7.5, 200 mM de NaCl, 1% de Triton™ X-100, 0,1% de SDS, 0,5% de désoxycholate
de sodium, 10% de glycérol, 1 mM d'EDTA, 1mM de PMSF supplémenté d'un cocktail

d'inhibiteurs de protéases (complete protease inhibitor cocktail, Roche Diagnostics, Meylan,

CA 2923554 2017-11-08
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France). Les concentrations en protéines ont €t€é déterminées au moyen du kit Bio-Rad DC
Protein Assay kit I (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Les protéines (30 ug/piste) ont été
separées sur gel d'electrophorese 10% SDS-polyacrylamide (PAGE), transtérées sur
membrance de nitrocellulose Hybond ECL (GE Healthcare Life Sciences, Velizy-
Villacoublay, France) et un immunoblot a été réalis€é en combinant un anticorps anti-p24 de
chevre (Abd Serotec, Oxford, UK) et un anticorps anti-actine de souris (clone AC-1J5)
(Sigma-Aldrich, St-Quentin-Fallavier, France). Un anticorps d'ane anti-chevre coupl€ a
I'TRDye 800 et un anticorps d'ane anti-souris couplé a I'IRDye 680 ont €té utilis€s comme
anticorps secondaires (Eurobio, Courtaboeuf, France). LLes bandes immunoréactives ont €té

détectées avec le scanner Odyssey infrarouge et quantifiées avec le logiciel d'analyse Odyssey

3.0 (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE).

Analyses statistiques
Les valeurs P ont été déterminées avec le test non paramétrique de Wilcoxon au moyen du

logiciel GraphPad Prism 3.

Résultats

Production d'un vecteur lentiviral GALVTR-LY dans un milieu de culture modérément

acide

Les vecteurs lentiviraux (LV) pseudotypés au moyen de la glycoprotéine d’enveloppe
GALVTR (GALVTR-LV) transduisent de maniere tres efficaces les cellules souches
hématopoietiques (Sandrin et al. 2002; Jacome et al. 2009). Cependant, la production a grande
échelle de ce type de vecteurs reste un défi majeur. L'efficacité de production de vecteurs
GALVTR-LYV dans divers milieux de culture de pH 6 a 8 a été€ évaluée (figure la). La figure
1b montre que les titres infectieux obtenus a pH 8 sont fortement diminués par rapport au pH
typique de 7,2. Au contraire, et de maniere tout a fait surprenante, les titres infectieux de
GALVTR-LYV produits dans un milieu a pH 6 sont significativement supérieurs (2,3 x) a ceux
obtenus a pH 7,2 (figure 1b et 1c). Il est important de noter que nous observons en parallele
une augmentation de la quantité d’antigene p24 dans les surnageants de GALVTR-LV
produits a pH 6 (figures 1b et 1d). Cette corrélation positive conduit a une activité specifique
stable entre les vecteurs produits a pH neutre ou modérément acide (figure 1b et le), alors que

cette activité spécifique diminue fortement a pH 8 (figure 1b). L'utilisation de conditions
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modérément acides représente donc la condition optimale pour produire de grandes quantités

de vecteur GALVTR-LYV.

Effet des conditions du pH modérément acide sur la production de vecteurs lentiviraux
pseudotypés avec la protéine VSV-G et sur des vecteurs gammarétroviraux MLV

pseudotypés avec la protéine GALYV

Les résultats encourageants obtenus avec le vecteur GALVTR-LV nous ont poussés a tester
ces memes conditions pour la production d'un vecteur lentiviral pseudotypé avec une
glycoprot€ine d’enveloppe, utilisée tres largement dans le domaine, la protéine VSV-G
(vecteurs VSV-G-LV). La figure 3 montre quun milieu a pH 6 permet 1'augmentation
significative de la production de particules VSV-G-LV i1nfectieuses (figure 2a) et physiques
(figure 2b), en moyenne d'un facteur 1,5, avec une activité spécifique stable (figure 2c¢). Les
effets déléteres dun pH égal a 6 rapportés par 1'équipe d Higashikawa (op. cit.) sont
probablement une conséquence du protocole utilis€ par ces auteurs, qui ont produits les
particules retrovirales a pH neutre, les ont concentrées puis diluées dans une solution non
ionique tamponnée a pH 0, entrainant une perte d'infectivite du surnageant viral de 90 %.
Contre toute attente, les particules VSV-G-LV, produites directement dans un milieu de
culture a pH 6 supplémenté en SVF, sont non sculement stables mais €¢galement, contre toute
attente, produite a un niveau plus €leve que lorsqu'elles sont produites a partir d'un milieu de
culture a pH 7,2, classiquement reconnu comme optimal pour ce type de production.

Afin de s'assurer que l'amélioration observée n'est pas dépendante des cellules HEK293T
utilisée, ou a la production des seuls vecteurs lentiviraux, l'effet du pH modérément acide a
ete évalué sur la lignée cellulaire PG13-MFG-GFP, productrice de GALV-MLV
(gammarétrovirus MLV pseudotype avec la glycoprotéine d’enveloppe GALV) (Merten
2004). La lignée cellulaire PG13 originale est une lignée cellulaire de fibroblastes murins
(NIH-3T3) transftectée stablement avec un systeme de packaging du virus MLV (pLGPS) et
une construction codant la glycoprotéine d'enveloppe GALV (pMOV-GALYV) (Miller et al.
1991). Pour produire de maniere constitutive les pseudotypes GALV-MLYV rétroviraux, le
plasmide de transtert codant la protéine GFP placée sous controle du promoteur L'TR du MLV
(PMFG-GFP) a été stablement introduit dans la lignée PG13. Dans des cultures cellulaires
réalis€ées en parallele, les cellules PG13-MFG-GFP ont été incubées dans du DMEM
tamponné a pH 7,2 ou a pH 6 et 24 a 48 heures plus tard, le contenu en particules infectieuses

dans les surnageants récoltés a ¢t€¢ ¢valué. La figure 3 montre que la production de particules
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GALV-MLYV est augmentée de maniere significative a pH modérément acide. Ce résultat est
particulierement intéressant puisqu'il montre que le procédé de production propos€ n'est pas
limit¢ a une ligné€e cellulaire humaine telle que la lignée HEK293T, et qu'en plus d'étre
particulierement adapté a la production de vecteurs lentiviraux, 1l n'est pas limité a la
production de vecteurs du genre lentivirus puisque d'autres virus enveloppés peuvent étre

produits de maniere plus etficace au moyen du protocole de ['invention.

Stabilité des particules GALVTR-LV exposées a plusieurs cycles de congélation /
décongélation

Les surnageants de vecteurs lentiviraux récoltés sont généralement stockés a -80°C avant
purification. On aurait pu supposer que les conditions de pH modérément acide auraient eu
pour effet délétere d'augmenter l'inactivation des virions pendant la procédure de congélation
ou de décongélation. Les surnageants de particules GALVTR-LYV ont donc €té soumis a un ou
deux cycles de congélation / décongélation, les titres infectieux ayant €té déterminés a chaque
étape de décongélation (figure 4a). La figure 4b montre que les conditions modérément acides
n'affectent pas l'infectivite des particules. La diminution moyenne en titres infectieux apres
deux cycles de congélation / décongélation par rapport a un seul cycle n'est que de 5 % aussi
bien a pH 7.2 qu'a pH 6. L'infectivite n'est donc pas altérée lorsque les vecteurs lentiviraux

sont congelés en conditions modérément acides.

Effet de l'exposition a long terme des particules GALVTR-LV a une température de
37°C

Lors de la transduction lentivirale, les cellules cibles, qui sont dans notre cas des cellules de
mammiferes, sont cultivées a une température de 37°C. Nous avons donc cherché a savoir si
la production de vecteurs lentiviraux a un pH acide doux avait un effet deélétere sur leur
stabilité apres une exposition plus ou moins longue a une température de 37°C. Pour cela, les
tubes de congelation contenant du surnageant de vecteurs GALVTR-LV produits a pH 7,2 ou
a pH 6 ont €t¢ incubés pendant 0 a 4 jours a 37°C et la cinétique de diminution de 'infectivite
a ¢te suivie. Comme le montre la figure Sa, alors que les titres infectieux, aprés une longue
exposition a 37°C, sont fortement réduits, aussi bien pour les vecteurs GALVTR-LV produits
a pH 7,2 que pour les vecteurs produits a pH 6, la pente de cette diminution est moins
prononcée pour les vecteurs GALVTR-LYV produits a pH 6. LLa demi-vie qui en résulte pour

les vecteurs GALVTR-LV produits a pH 6 est le double de celle observée pour les vecteurs
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GALVTR-LV produits a pH 7 (autour de 2 jours versus un jour, voir Figure 5b). De fagcon
intéressante, cette expérience a montré que les surnageants bruts de vecteurs GALVTR-LV
sont plutdot résistants (demi-vie de un a 2 jours) a une température de 37°C dans un
environnement clos (tube a visse ferme). Ceci est a mettre en opposition avec la stabilité en
culture cellulaire montrant une demi-vie de seulement 6 h (Strang et al. 2004), ce qu1 suggere
que dautres parametres que la température, tels que le stress oxydatif, doivent aussi €tre pris

en considération lorsque la stabilité des vecteurs lentiviraux est €valuée en culture cellulaire a

37°C.

Modulation du niveau d'expression intracellulaire de pS55gag dans les cellules
productrices HEK293T cultivées a pH modérément acide.

La quantité de prot€ines p24 de VIH-1 récoltée dans les surnageants GALVTR-LV est
améliorée en conditions modérément acides (figures 1b et 1d). Nous avons donc cherché a
déterminer si cette augmentation pouvait etre la conséquence d’une augmentation du niveau
d'expression 1ntracellulaire de la protéine précurseur pd>3gag de VIH-1 dans les cellules
productrices. Dans la figure 6a, une expérience dimmunoblotting montre une augmentation
de I'expression intracellulaire de pS5gag a pH 6 par rapport au pH 7,2, avec une surexpression
moyenne de 160% (figure 6b). Cette corrélation positive entre la surexpression de p335gag
intracellulaire et 1'augmentation des quantités de protéine p24 dans les surnageants
lentiviraux suggere que les conditions modérément acides créent un environnement plus

favorable a une expression optimale des composants viraux.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de production d'un lentivirus, caractérisé en ce que le procede comprend une €tape

de mise en culture d’une cellule hote productrice dudit lentivirus dans un milieu modérement

acide, le pH du milieu étant compris entre 5,8 et 6,2.

2. Le procédé selon la revendication 1, dans lequel le pH du milieu est €gal a 6.

3. Le procédé selon la revendication 1 ou 2, dans lequel le lentivirus est pseudotype.

4. Le procédé selon la revendication 3, dans lequel le lentivirus est pseudotype avec une
slycoprotéine d’enveloppe dérivée d’un virus appartenant a une famille choisie parmi
rhabdoviridae, arenaviridae, togaviridae, filoviridae, retroviridae, coronaviridae,

paramyxoviridae, flaviridae, orthomyxoviridae et baculoviridae.

5. Le procédé selon la revendication 3 ou 4, dans lequel le lentivirus est pseudotype avec une
glycoprotéine d'enveloppe choisie parmi la protéine d'enveloppe derivée du virus de la
stomatite vésiculeuse (VSV-G), virus de la rage, virus Mokola, virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMV), virus de la Ross River (RRV), virus Sindbis, virus de la forét de
Semliki (SFV), virus de l'encéphalite équine vénézuelienne, virus de l'encéphalite équine de
I'Ouest, virus Ebola, virus Lassa, virus de la leucose aviaire (ALV), virus du sarcome de Rous
(RSV), rétrovirus du mouton Jaagsiekte, virus de la leucémie murine (MLV), virus endogene
du babouin modifié (BAEVTR), virus de la leucémie du Gibbon sauvage modific (GALVTR),
virus T-lymphtrophique humain (HTLV-1), virus spumeux humain, virus maedi-visna
(MMYV), SaRS-CoV, virus de Sendai, virus parainfluenza de type 3 humain, virus Nipah, virus

de la rougeole, virus de I'hépatite C (HCV), virus influenza, et du virus de la polyédrose

nucléaire multiple d'Autographa californica.
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6. Le procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel le lentivirus est
pseudotypé avec une protéine d'enveloppe choisie parmi la protéine d'enveloppe VSV-G et la

protéine d'enveloppe GALVTR.

7. Le procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, dans lequel la cellule hote

productrice est choisie parmi une cellule HEK293, HEK?293T, HEK293FT, Te671, CEM,
NIH-3T3, Mpt et D17.

8. Le procédé selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel la cellule hote
productrice est transfectée de maniére stable ou de maniere transitoire, avec un ou plusteurs

dléments nécessaires a la production d’un lentivirus.

9. Le procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 8, dans lequel le lentivirus contient

en outre un transgeéne d’intérét dans son genome.

10. Le procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 9, dans lequel ledit procede
comprend les €tapes suivantes :

- la transfection transitoire de cellules HEK293T au moyen d'un ou plusieurs plasmides
codant les éléments nécessaires a la production dudit lentivirus ;

- la mise en culture desdites cellules dans un milieu approprié, dont le pH est de 6 ; et

- la récolte du lentivirus dans le surnageant de culture.

11. Le procédé selon la revendication 10, dans lequel les cellules sont transfectces au moyen
de quatre plasmides : un plasmide portant une cassette d'expression comprenant un gene
gagpol lentiviral, un plasmide portant une cassette d'expression comprenant un gene rev
lentiviral, un plasmide de transfert comprenant une cassette d'expression d'un transgene

d'intérét, compris entre un LTR-5' et un LTR-3' lentiviral et un plasmide portant une cassette

d'expression de glycoprotéine(s) d'enveloppe.

CA 2923554 2018-10-22
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12. Trousse pour la mise en ceuvre du procédé défini selon la revendication 1, comprenant un
milieu de culture modérément acide de pH compris entre 5,8 et 6,2, ou un milieu de culture
accompagné d'une ou plusieurs solution(s) utile(s) pour amener le pH dudit milicu a une valeur
modérément acide comprise entre 5,8 et 6,2, la trousse comprenant en outre :

(a) un ou plusieurs plasmides appropriés pour la production du lentivirus ; et/ou

(b) des cellules appropriées pour la production dudit lentivirus,

ladite trousse comprenant ¢ventuellement des instructions pour la mise en ceuvre du

procédé de production d'un lentivirus selon l'une quelconque des revendications 1 a 11.

13. Trousse pour la mise en ceuvre du procédé défini selon la revendication 1, pour la
production d'un lentivirus, comprenant (i) des moyens pour la mise en ceuvre dudit procede et
(ii) des instructions a suivre pour la mise en ceuvre du procédé, la trousse comprenant les
moyens (a) et (¢), (b) et (¢) ou (a) et (b) et (¢) survants :

(a) un ou plusieurs plasmides appropriés pour la production du lentivirus ;

(b) des cellules appropriées pour la production dudit lentivirus ; et

(¢) un milieu de culture modérément acide, ou un milieu de culture accompagné d'une
ou plusieurs solution(s) utile(s) pour amener le pH dudit milieu a une valeur modérément acide

comprise entre 5,8 €t 0,2.

14. Trousse pour la mise en ceuvre du procédé défini selon I'une quelconque des revendications
1 a 11, comprenant un milieu de culture accompagné d'une ou plusieurs solution(s) utile(s)

pour amener le pH dudit milieu a une valeur modérément acide comprise entre 5,8 et 6,2.
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