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DESCRIPCION

Métodos de recuperacion elevada escalables para producir un vector virico adenoasociado recombinante (rAAV)
de rendimiento elevado y vectores viricos adenoasociados recombinantes (rAAV) asi producidos

Introduccién

La filtracién de flujo tangencial (TFF) es una técnica utilizada en la industria biotecnol6gica para concentrar los
productos mediante un procedimiento de ultrafiltracién (UF) y para el intercambio de amortiguador mediante
diafiltracién (DF) para formular los productos. Sin embargo, cuando la TFF se utiliza para llevar a cabo la UF/DF
para vectores viricos adenoasociados recombinantes (rAAV), en el procedimiento se pierden cantidades
significativas de vectores rAAV. Cuando los vectores rAAV estdn muy concentrados, incluso se perderdn mas
vectores. La cantidad de vector perdida en el procedimiento de UF/DF hace casi imposible obtener preparaciones
de vectores rAAV de alta concentracién, lo que es muy deseable en el desarrollo de productos de terapia génica
relacionada con rAAV.

El otro fenémeno observado en la fabricacién de vectores rAAV es que los vectores rAAV tienden a agregarse en
el procedimiento de UF/DF, particularmente cuando las preparaciones de vectores estdn muy concentradas, tales
como 1E+13 vg por ml (1x10"3 genomas vectoriales/ml; vg: genoma vectorial) 0 més. La agregacion de los vectores
rAAV parece depender del titulo: cuanto mayor es el titulo, mayor es la agregacién del vector. La agregacién de
los vectores asimismo da como resultado la pérdida de vectores durante la fabricacién. Ademas, los vectores
agregados son un problema para la seguridad de los pacientes cuando se usan en clinicas.

Los problemas con la agregacion de los vectores rAAV y la pérdida de vectores en el procedimiento de UF/DF
usando técnicas de TFF descritos anteriormente representan retos significativos de procedimiento en la fabricacién
y/o purificacién de vectores rAAV. La invencién en la presente memoria aborda estos problemas.

Sumario

De muchas hipétesis diferentes, la agregacién de vectores rAAV y la pérdida de vectores en el procedimiento de
UF/DF usando técnicas de TFF pueden depender del procedimiento y de la formulacién. Sobre la base de tales
hipbtesis, se disefiaron nuevas formulaciones y se crearon nuevos parametros operativos para el procedimiento
de UF/DF para mejorar la recuperacién de los vectores y reducir, minimizar o evitar que el vector rAAV se agregue.
En las formulaciones y/o pardmetros operativos de la invencién para el procedimiento de UF/DF, la recuperacién
de vectores rAAV mejord, y se redujo la agregacién de los vectores rAAV. Los datos descritos en la presente
memoria muestran que los nuevos formulaciones y parametros operativos creados para el procedimiento de
UF/DF, solos o en combinacién, proporcionan un aumento significativo en el vector rAAV global recuperado de la
preparacion inicial del vector rAAV. De hecho, los vectores rAAV se pueden concentrar hasta 5E+13 vg/ml (5x10'3
genomas vectoriales/ml) sin pérdida significativa de vector, y los vectores son predominantemente monémeros,
indicando reducciones en la agregacién.

Las formulaciones y/o los parametros operativos de la invencion descritos en la presente memoria permitiran la
concentracion de vectores rAAV hasta una concentracion elevada, por ejemplo hasta 5E+13 (5x10'%) genomas
vectoriales por mililitro (vg/ml) con pocos agregados de rAAYV, si existen. Ademas, las formulaciones y/o parametros
operativos de la invencién descritos en la presente memoria mejoraran la recuperacién de vectores rAAV del
intercambio de amortiguador, o concentraran los vectores usando técnicas de filtracién de flujo tangencial (TFF).
Las formulaciones y/o los pardmetros de la invencién operativos descritos en la presente memoria pueden
favorecer cualquier aplicacion clinica de terapia génica que utilice vectores rAAV, tal como la terapia génica
mediada por rAAV para enfermedades de almacenamiento lisosomal, tal como la lipofuscinosis neuronal ceroidea
2 (CLN2), la terapia génica mediada por rAAV para deficiencias de la coagulacién sanguinea (hemofilia A y
hemofilia B), etc.,, cuando se desea una concentracién elevada de preparaciones de rAAV. La recuperacién
mejorada de vectores a través del procedimiento de ultrafiltracién (UF) y diafiltracién (DF) utilizando TFF asimismo
reducird los costes de los bienes de fabricacidén de vectores rAAV, y asimismo proporcionara vectores o
aplicaciones clinicas de rAAV mas robustos y consistentes.

En consecuencia, la invencidén proporciona diversos beneficios al procedimiento de fabricacién de rAAV. En una
forma de realizacién, la recuperacién de vectores rAAV es mejorada, y puede mejorarse significativamente,
proporcionando de ese modo un rendimiento mejorado de principio a fin (por ejemplo, rendimiento de vectores
rAAV de 70 % o mas de principio a fin). En otra forma de realizacién, la agregacién de rAAV se reduce, se minimiza
o se evita, particularmente cuando el vector rAAV se concentra hasta titulos elevados del vector rAAV. En una
forma de realizacién adicional, el vector rAAV se produce en concentracion elevada (por ejemplo, por lo menos a
1E+12, SE+12, 1E+13, 0 5E+13 vg/ml), adecuada para aplicaciones clinicas en las que se desea un titulo elevado
y/o un volumen pequefio de administracién (por ejemplo, inyeccién o infusién) del vector rAAV. En unas formas de
realizacién adicionales, la invencidén proporciona uno o mas de los siguientes, solos, o en cualquier combinacién
entre si, o en cualquier combinacién con las otras formas de realizacién descritas en la presente memoria:
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(1) un procedimiento de UF/DF muy fiable/consistente para fabricar vectores rAAV, que puede reducir los
riesgos de fabricacion basados en la variabilidad operativa;

(2) una recuperacién eficiente de vectores rAAV a partir del procedimiento de UF/DF, lo que proporciona un
aumento global en el rendimiento de vectores rAAV (por ejemplo, 70 % o mas de principio a fin);

(3) se evita una pérdida significativa de vectores rAAV,

(4) se reduce, minimiza o evita la agregacién de vectores rAAV (por ejemplo, agregacién de vectores rAAV no
detectable mediante técnicas tales como cromatografia de exclusién por tamafios y/o dispersién dindmica
de la luz);

(5) se permite una concentracién del vector rAAV hasta una concentracién elevada, por ejemplo, 5E+13 vg/ml,
con agregacién reducida, minimizada o poca o ninguna del vector rAAV (mediante técnicas tales como
cromatografia de exclusién por tamafios y/o dispersién dinamica de la luz); y/o

(6) se proporcionan preparaciones de vectores rAAV de titulos elevados, para permitir la administracién de
pequefios volimenes en aplicaciones clinicas.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 representa cdmo un aumento de la velocidad de cizallamiento durante el procedimiento de TFF
mejor6 significativamente la recuperacién del vector rAAV. Los vectores AAV2-hTPP1v1 (2.5E+14 vg) de
postultracentrifugacién con CsCl se diluyeron inicialmente hasta 50 ml (5.0E+12 vg/ml) usando un amortiguador
de diafiltraciéon. Para un ciclo de diafiltracién, se afiadieron 25 ml de amortiguador de diafiltracién en los 50 ml
de vectores diluidos, y después se inicié la diafiltracién hasta que el volumen disminuyé hasta 50 ml. La etapa
de diafiltracién se repitié 24 veces. Los vectores se ultrafiltraron hasta 5 ml tras los 25 ciclos del procedimiento
de diafiltracién. Los 5 ml de vectores se recogieron para los ensayos. (A) El analisis gPCR mostré que el titulo
del vector fue 4.81E+13 vg/ml cuando se utilizé una mayor velocidad de cizallamiento (~10,000 s-1) durante el
procedimiento de TFF, sugiriendo una recuperacion de mas del 90 % del vector; mientras que se logrd
1.38E+13 vg/ml a una velocidad de cizallamiento baja (~3000 s-1), que representa una recuperaciéon de
aproximadamente 30 % del vector. (B) El anélisis de dispersién dindmica de la luz (DLS) mostré que los
diametros de los vectores de la velocidad de cizallamiento mas alta (~10,000 s-1) o de la velocidad de
cizallamiento baja (~3000 s-1) fueron similares.

La figura 2 representa como la presién transmembranaria (TMP) afecta la recuperacion de rAAV del
procedimiento de TFF. Se diluyeron los vectores AAV2-hTPP1v1 (2.5E+14 vg) de postultracentrifugacién con
CsCl hasta 50 ml (5.0E+12 vg/ml) usando amortiguador de diafiltracién, y se inicié el procedimiento de DF; para
cada ciclo de diafiltracion, se afiadieron 25 ml de amortiguador de diafiltracién en los 50 ml de vectores diluidos,
y el volumen se redujo hasta 50 ml. La etapa de diafiltracién se llev6 a cabo 25 veces para lograr un intercambio
de amortiguador suficiente. Los vectores se ultrafiltraron entonces hasta 5 ml. El analisis de Q-PCR (A) mostré
que el titulo del vector fue 3.43E+13 vg/ml cuando se utilizé una TMP (~10.5 psig), y el titulo fue 2.90E+13
vg/ml en una TMP mayor (~15.5 psig). El analisis de DLS mostrd que los diametros de las preparaciones de
vectores son 29.07 nm y 38,2 nm para la TMP baja (~10 psig) y TMP relativamente alta (~15.5 psig),
respectivamente. El didmetro mas grande representa vectores rAAV mas agregados en la preparacién.

La figura 3 representa unos datos que indican que la recoleccién de vectores sin circulacion tras el
procedimiento de UF/DF evita la recuperacidén de particulas de rAAV agregadas en la preparacién del vector.
Los vectores AAV2-hTPP1v1 (2.5E+14 vg) de postultracentrifugacién con CsCl se diluyeron hasta 50 ml
(5.0E+12 vg/ml) utilizando amortiguador de diafiltracién, y se sometieron a un procedimiento de UF/DF. Los
vectores se recogieron drenando directamente los vectores concentrados (expulsién), o drenando los vectores
concentrados después de varios minutos de circulacién (circulacién), con un caudal menor que UF/DF. El
analisis de Q-PCR (A) mostré que los titulos de los vectores fueron similares con dos métodos diferentes de
recuperacion de vectores. Sin embargo, el anélisis de DLS (B) mostré que el diametro de los vectores fue
significativamente mas grande en la preparacion de circulacién, sugiriendo vectores rAAV méas agregados.

La figura 4 representa unos datos que indican que la dilucién del vector de bajo titulo (~5E+12 vg/ml) redujo
sustancialmente la agregacién del vector mediante el procedimiento de UF/DF. Los vectores AAV2-hTPP1v1
(2.5E+14 vg) de postultracentrifugacién con CsCl se diafiltraron directamente, o primero se diluyeron utilizando
amortiguador de diafiltracién y después se diafiltraron durante 25 ciclos. Ambos vectores diafiltrados se
ultrafiltraron hasta 5 ml tras el procedimiento de diafiltracién. El analisis de DLS mostré que el didmetro de los
vectores (barra izquierda) recuperados del procedimiento de dialfiltracién sin dilucién fue significativamente
mayor que el de los vectores (barra derecha) con dilucion.

La figura 5 representa unos datos que indican que Pluronic F-68 reduce, minimiza o evita que los vectores
rAAV formen particulas méas grandes (es decir, agregados). Las particulas vacias de AAV2-hTPP1v1 de la
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postultracentrifugacién con CsCl, como particulas viricas modelo, se diluyeron inicialmente con amortiguador
de diafiltracién que contiene pluronic F-68 (denominado amortiguador 1) o sin pluronic F-68 (denominado
amortiguador 2). Las particulas vacias diluidas se diafiltraron entonces durante 25 ciclos con el amortiguador 1
de diafiltracién o el amortiguador 2 para cada ciclo. Las particulas vacias se ultrafiltraron hasta 5 ml tras el
procedimiento de diafiltracién. Los 5 ml de particulas vacias se recogieron para ensayos. (A) El analisis de DLS
mostré que el recuento medio (kcps) de particulas vacias con pluronic F-68 (barra derecha) fue
significativamente mayor que aquel sin pluronic F-68 (barra izquierda), lo que sugiere que se logré una mejor
recuperacién en presencia de pluronic F-68. (B) El didmetro de particulas vacias sin pluronic F-68 (barra
izquierda) fue mayor que el de las particulas vacias con pluronic F-68 (barra izquierda).

Descripcion detallada

La filtracién de flujo tangencial es una técnica ampliamente utilizada para el intercambio de amortiguador
(diafiltracion, DF) y para concentrar (ultrafiltraciéon, UF) bioproductos. Sin embargo, cuando la técnica de TFF se
us6 para el intercambio de amortiguador de vectores rAAV y para la formulacion final, se encontré que se perdié
una cantidad significativa de vectores en el procedimiento de UF/DF. El titulo/concentracidén elevados del vector
rAAV es necesario a menudo para tratar ciertas enfermedades humanas. Sin embargo, la formulacién y los
parametros operativos actuales para UF/DF no podrian producir un vector rAAV a la concentracién deseada, tal
como un titulo de vector de 1E+13 vg/ml o mayor. Ademas, los vectores rAAV tienden a agregarse cuando se
concentran a nivel de 1E+13 vg/ml o0 mas.

A fin de superar estas limitaciones técnicas sustanciales para fabricar vectores rAAV de titulos elevados, en esta
invencién se cre6 una nueva formulacién para el procedimiento de TFF de vectores rAAV. Ademés, en esta
invencion se crearon nuevos parametros operativos para el procedimiento de TFF. Cuando se utilizé la formulacién
recientemente desarrollada en el procedimiento de TFF recientemente creado (con los parametros recientemente
desarrollados) para llevar a cabo el procedimiento de UF/DF final para formular las preparaciones de vectores
rAAV, se encontré que la recuperacion de vectores rAAV mejora significativamente, y los vectores rAAV
permanecen como monémeros. En particular, con la nueva formulacién de TFF, en combinacién con la nueva
técnica operativa de TFF, los vectores rAAV se concentraron sin agregacién sustancial de los vectores rAAV,
incluso cuando se concentraron hasta 5E+13 vg/ml. Ademas, la recuperacién de vectores rAAV (rendimiento
global) mejoré significativamente.

Esta invencién proporciona una solucién para poder concentrar productos de vectores rAAV hasta una
concentracién elevada sin agregacién detectable de los vectores rAAV, hasta 5E+13 vg/ml sin agregacién de rAAV
detectable. Esta invencién asimismo proporciona una solucién para llevar a cabo el procedimiento de UF/DF
usando técnicas de TFF para el vector rAAV sin perder una cantidad significativa de vector, por ejemplo el vector
rAAV recuperado del procedimiento de UF/DF se encuentra en los intervalos de 70 % hasta 95 %, de principio a
fin. Esta invencién permitié la TFF como una técnica eficaz para el procedimiento de fabricacién de rAAV,
particularmente cuando se van a fabricar vectores rAAV concentrados.

El término “vector” se refiere a una pequefia molécula de 4cido nucleico portadora, un plasmido, virus (por ejemplo,
vector AAV), u otro vehiculo que se puede manipular mediante inserciéon o incorporacién de un acido nucleico.
Tales vectores se pueden usar para manipulacién genética (es decir, “vectores de clonacién”), para
introducirftransferir polinucledtidos en células, y para transcribir o traducir el polinucleétido insertado en células. Un
“vector de expresién” es un vector especializado que contiene un gen o una secuencia de acido nucleico con las
regiones reguladoras necesarias para la expresiéon en una célula hospedante. Una secuencia de acido nucleico
del vector generalmente contiene por lo menos un origen de replicacién para la propagaciéon en una célula, y
opcionalmente elementos adicionales, tales como un transgén, un elemento de control de la expresién (por
ejemplo, un promotor, potenciador), intrén, ITR(s), sefial de poliadenilacién.

Un vector virico deriva de o se basa en uno o0 mas elementos de acido nucleico que comprenden un genoma virico.
Los vectores viricos particulares incluyen vectores de virus adenoasociados (AAV).

El término “recombinante”, como modificador de vector, tal como vectores viricos recombinantes, por ejemplo
parvovirus (por ejemplo, rAAV), asi como un modificador de secuencias tales como polinucleétidos y polipéptidos
recombinantes, significa que las composiciones se han manipulado (es decir, modificado genéticamente) de una
manera que generalmente no se produce en la naturaleza. Un ejemplo particular de un vector recombinante, tal
como un vector rAAV, seria aquel en el que se inserta en el genoma virico un polinucleétido que normalmente no
esta presente en el genoma virico de tipo salvaje (por ejemplo, AAV). Aunque el término “recombinante” no siempre
se usa en la presente memoria con referencia a vectores, tales como vectores AAV, asi como a secuencias tales
como polinucledtidos, las formas recombinantes estan expresamente incluidas a pesar de cualquier omision.

Un “vector” virico recombinante o “vector rAAV” deriva del genoma de tipo salvaje de un virus, tal como AAV,
usando métodos moleculares para eliminar el genoma de tipo salvaje del virus (por ejemplo, AAV), y sustituyéndolo
por un &cido nucleico no nativo. Tipicamente, para AAV, una 0 ambas secuencias de repeticién terminal invertida
(ITR) del genoma del AAV estan retenidas en el vector rAAV. Un vector virico “recombinante” (por ejemplo, rAAV)
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se distingue de un genoma virico (por ejemplo, AAV), puesto que todo o parte del genoma virico se ha sustituido
por una secuencia no nativa con respecto al acido nucleico genémico virico (por ejemplo, AAV). Por lo tanto, la
incorporacion de una secuencia no nativa define al vector virico (por ejemplo, AAV) como un vector “recombinante”’,
que en el caso de AAV se puede denominar como un “vector rAAV”.

Un vector recombinante se puede empaquetar - al que se hace referencia en la presente memoria como una
“particula”, para la infeccidén (transduccién) subsiguiente de una célula, ex vivo, in vitro o in vivo. Cuando una
secuencia de vector recombinante estd encapsidada o empaquetada en una particula de AAV, la particula
asimismo se puede denominar “rAAV”. Tales particulas incluyen proteinas que encapsidan o empaquetan el
genoma del vector. Los ejemplos particulares incluyen proteinas de la cubierta virica, y en el caso de AAV,
proteinas de la capside.

Un “genoma” vectorial, o abreviado convenientemente como “vg”, se refiere a la porcién de la secuencia del
plasmido recombinante que finalmente se empaqueta o encapsida para formar una particula viral (por ejemplo,
rAAV). En los casos en los que se usan plasmidos recombinantes para construir o fabricar vectores recombinantes,
el genoma vectorial no incluye la porcién del “plasmido” que no corresponde a la secuencia del genoma vectorial
del plasmido recombinante. Esta porcién no del genoma vectorial del plasmido recombinante se denomina
“esqueleto del plasmido”, que es importante para la clonacién y amplificacién del plasmido, un proceso que es
necesario para la propagacién y produccién de vectores AAV recombinantes, pero que en si misma no esté
empaquetada o encapsidada en particulas del virus (por ejemplo, AAV). De este modo, un “genoma” vectorial se
refiere al acido nucleico que estd empaquetado o encapsidado por el virus (por ejemplo, AAV).

Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico” se usan en la presente memoria de forma intercambiable para
referirse a todas las formas de acido nucleico, oligonucleétidos, incluyendo acido desoxirribonucleico (ADN) y el
acido ribonucleico (ARN). Los polinucleétidos incluyen ADN gendémico, ADNc y ADN antisentido, y ARNm ayustado
o no ayustado, ARNr, ARNt, y ADN o ARN inhibidor (ARNi, por ejemplo ARN pequefio o corto de horquilla (hc),
microARN (miARN), ARN interferente pequefio o corto (ic), ARN de ayuste en trans, o ARN antisentido). Los
polinucleétidos incluyen polinucledtidos de origen natural, sintéticos, e intencionalmente modificados o alterados
(por ejemplo, acido nucleico variante). Los polinucleétidos pueden ser individuales, dobles, o triples, lineales o
circulares, y pueden tener cualquier longitud. Al analizar los polinucleétidos, una secuencia o estructura de un
polinucleétido particular se puede describir en la presente memoria segin la convencién de proporcionar la
secuencia en la direccién 5’ a 3.

Un “transgén” se usa en la presente memoria para referirse convenientemente a un polinucleétido o un acido
nucleico que se pretende introducir o se ha introducido en una célula u organismo. Los transgenes incluyen
cualquier &cido nucleico, tal como un gen que codifica un polipéptido o proteina.

Los “polipéptidos”, “proteinas” y “péptidos” codificados por el “4cido nucleico” o “secuencias polinucleotidicas” o
“transgenes” incluyen secuencias nativas de longitud completa, asi como proteinas de tipo salvaje de origen
natural, asi como subsecuencias funcionales, formas modificadas o variantes de secuencia, en tanto que la
subsecuencia, la forma modificada o la variante retengan en cierto grado la funcionalidad de la proteina nativa de
longitud completa. Tales polipéptidos, proteinas y péptidos codificados por las secuencias de acido nucleico
pueden ser, pero no es necesario, idénticas a la proteina enddégena que es defectuosa, o cuya expresion es
insuficiente o deficiente en el mamifero tratado.

El vector AAV recombinante incluye cualquier cepa o serotipo virico. Como ejemplo no limitativo, un vector rAAV
se puede basar en cualquier genoma de AAV o capside de AAV, tales como AAV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10,
-11, -12, -rh74, -rh10 o AAV-2i8, por ejemplo. Tales vectores se pueden basar en la misma cepa o serotipo (o
subgrupo o variante), o pueden ser diferentes entre si. Como ejemplo no limitativo, un vector AAV recombinante
basado en un genoma de serotipo puede ser idéntico a una o mas de las ITR o proteinas de la capside que
empaquetan el vector. Ademas, un genoma de vector AAV recombinante se puede basar en un genoma de serotipo
de AAV (por ejemplo, AAV2) distinto de una o mas de las ITR o proteinas de la capside de AAV que empaquetan
el vector. Por ejemplo, el genoma del vector AAV se puede basar en AAV2, mientras que por lo menos una de las
tres proteinas de la cépside podria ser un AAV1, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11,
AAV12, Rh10, Rh74 o AAV-2i8, o sus variantes, por ejemplo.

En unas formas de realizacién particulares, los vectores rAAV incluyen AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAVE,
AAV7, AAVS, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12, Rh10, Rh74 y AAV-2i8, asi como variantes (por ejemplo, variantes
de ITR y de la capside), tales como inserciones, adiciones, sustituciones y eliminaciones de aminoacidos) de los
mismos, por ejemplo como se expone en los documentos WO 2013/158879 (solicitud internacional
PCT/US2013/037170), WO 2015/013313 (solicitud internacional PCT/US2014/047670) y US 2013/0059732
(solicitud US n°® 13/594,773, que describe LK01, LK02, LKO3, etc.).

Las variantes de AAV incluyen variantes y quimeras de las ITR y cépsides de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS,
AAVE, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, AAV12, Rh10, Rh74 y AAV-2i8. En consecuencia, se incluyen vectores
AAV y variantes AAV (por ejemplo, variantes de ITR y de la capside).
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En diversas formas de realizacién ejemplificativas, un vector AAV relacionado con un serotipo de referencia
presenta un polinucledtido (por ejemplo, ITR) o polipéptido (por ejemplo, capside) que incluye o consiste en una
secuencia por o menos 80 % o més (por ejemplo, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99.1 %, 99.2 %,
99.3 %, 99.4 %, 99.5 %, etc.) idéntica a uno 0 mas AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE, AAV7, AAVSE, AAVY,
AAV10, AAV11, AAV12, Rh10, Rh74 o AAV-2i8 (por ejemplo, tal como una secuencia de ITR, 0 una secuencia de
VP1, VP2, y/o VP3).

Como se utiliza en la presente memoria, la frase “vector AAV auténtico” o “vector rAAV auténtico” se refiere a
vectores AAV que comprenden un transgén de interés que son capaces de infectar células diana. La frase excluye
vectores AAV vacios (no esta presente el transgén), y vectores AAV que carecen de insertos completos (por
ejemplo, fragmentos de transgén), o aquellos vectores AAV que contienen é&cidos nucleicos de la célula
hospedante.

El término “aislado”, cuando se usa como un modificador de una composicién, significa que las composiciones se
obtienen por la mano del hombre, y/o se separan, completamente o por lo menos en parte, de su ambiente in vivo
natural. En general, las composiciones aisladas estan sustancialmente libres de uno o0 mas materiales con los que
se asocian normalmente en la naturaleza, por ejemplo una o més proteinas, acidos nucleicos, lipidos, hidratos de
carbono, membranas celulares. Por ejemplo, un “acido nucleico aislado” puede comprender una molécula de ADN
o de ADNc insertada en un vector, tal como un vector rAAV.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presenta el mismo significado que entiende cominmente un experto ordinario en la materia a la que pertenece
esta invencion.

Diversos términos relacionados con las moléculas biolégicas de la invencion se utilizan en la presente memoria
anteriormente y asimismo en toda la memoria descriptiva y las reivindicaciones.

Como se utiliza en la presente memoria, las formas singulares “un”, “una”, y “el/la” incluyen referentes en plural a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. De este modo, por ejemplo, la referencia a “un éacido
nucleico” incluye una pluralidad de tales acidos nucleicos, la referencia a “un vector” incluye una pluralidad de tales
vectores, y la referencia a “un virus” o “particula” incluye una pluralidad de tales virus/particulas.

Como se utiliza en la presente memoria, todos los valores numéricos o intervalos numéricos incluyen nimeros
enteros dentro de tales intervalos y fracciones de los valores o los nimeros enteros dentro de intervalos, excepto
que el contexto indique claramente lo contrario. De este modo, como ilustracién, la referencia a 80 % o mas de
identidad incluye 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 % efc., asi
como 81.1 %, 81.2 %, 81.3 %, 81.4 %, 81.5 %, etc., 821 %, 82.2 %, 82.3 %, 824 %, 825 %, etc., y asi
sucesivamente.

La referencia a un nimero entero con més (mayor que) o menos de incluye cualquier nUmero mayor 0 menor que
el nimero de referencia, respectivamente. Asi, por ejemplo, una referencia a menor que 100, incluye 99, 98, 97,
etc. hasta llegar al nUmero uno (1); y menor que 10, incluye 9, 8, 7, etc. hasta el nimero uno (1).

Como se utiliza en la presente memoria, todos los valores o intervalos numéricos incluyen fracciones de los valores
y numeros enteros dentro de tales intervalos, y fracciones de los nimeros enteros dentro de tales intervalos, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. De este modo, como ilustracion, la referencia a un intervalo
numérico tal como 1-10, incluye 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, asi como 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, efc,, y asi sucesivamente.
La referencia a un intervalo de 1 a 50 incluye por lo tanto 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, etc., hasta e incluyendo 50, asi como 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, etc., 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, etc., y asi
sucesivamente.

La referencia a una serie de intervalos incluye intervalos que combinan los valores de los limites de diferentes
intervalos dentro de la serie. De este modo, como ilustracién, la referencia a una serie de intervalos, por ejemplo
de 1-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-75, 75-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-400, 400-
500, 500-750, 750-850, incluye intervalos de 1-20, 1-30, 1-40, 1-50, 1-60, 10-30, 10-40, 10-50, 10-60, 10-70, 10-
80, 20-40, 20-50, 20-60, 20-70, 20-80, 20-90, 50-75, 50-100, 50-150, 50-200, 50-250, 100-200, 100-250, 100-300,
100-350, 100-400, 100-500, 150-250, 150-300, 150-350, 150-400, 150-450, 150-500, etc.

La invencién se describe generalmente en la presente memoria usando lenguaje afirmativo para describir las
numerosas formas de realizacién y aspectos.

Se ha descrito un nimero de formas de realizacién de la invencién. En consecuencia, los siguientes ejemplos
pretenden ilustrar pero no limitar de ninguna manera el alcance de la invencidn reivindicada.
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Ejemplos

Ejemplo 1 Una de muchas hipétesis que pueden explicar la pérdida y/o agregaciéon de vectores rAAV es que la
capa de gel se puede acumular en el aparato de TFF en el procedimiento de UF/DF no optimizado, lo que puede
ser la causa de la pérdida del vector rAAV. Esta hipétesis de la acumulacién de una capa de gel asimismo puede
explicar el fendmeno de que se pierde méas vector rAAV cuando el vector rAAV se concentra hasta una
concentracién elevada, puesto que se puede acumular una capa de gel més intensa cuando el vector estd mas
concentrado. La acumulacién de la capa de gel asimismo puede provocar la agregacion de rAAV, el fenémeno
observado bastante a menudo en el procedimiento de UF/DF, particularmente cuando los vectores rAAV se
concentran hasta una concentracién elevada.

Ejemplo 2 Ademas de los parametros operativos de TFF, una de las muchas hipdtesis es que la formulacién puede
desempefiar un papel importante en la reduccién de la capa de gel y en la prevencién de la agregacién de rAAYV;
para la mayoria de las disoluciones/amortiguadores usados en el procedimiento actual de UF/DF, las sustancias
quimicas usadas en los amortiguadores/disolucidén son sales y sustancias quimicas para controlar el pH. Si se usd
un tensioactivo en la disolucién de UF/DF durante el procedimiento, puede reducir la asociacién entre los vectores
rAAV y la superficie del aparato de UF/DF. A su vez, esto podria reducir o evitar la capa de gel de vector rAAV a
través del procedimiento de UF/DF. Ademas, el tensioactivo puede reducir la asociacién de rAAV al reducir o evitar
la interaccion hidréfoba mientras se lleva a cabo el procedimiento de UF/DF, reduciendo, minimizando o evitando
de ese modo la agregacién de rAAV. Otras hip6tesis son que el incremento de la velocidad de cizallamiento y el
control de la presién transmembranaria (TMP) durante el procedimiento de UF/DF puede reducir acumulacién de
la capa de gel. Sobre la base de todas estas hipétesis, se llevaron a cabo una serie de estudios que condujeron a
las formulaciones y pardmetros operativos de la invencién particulares descritos en la presente memoria.

Ejemplo 3 Segun la invencidn, se desean nuevos parametros operativos de UF/DF que reducen, minimizan o
evitan la agregaciéon de rAAV y aumentan la recuperacion (rendimiento global) de vectores rAAV, lo que es
particularmente relevante cuando se desean preparaciones con titulo elevado de vectores rAAV. El primer
parametro operativo es comenzar el procedimiento de UF/DF con un titulo de rAAV bajo, especialmente cuando
las preparaciones de vectores rAAV contienen una concentracién elevada de rAABV, por ejemplo, en
centrifugacién con gradiente de CsCl antes de la etapa de UF/DF. El rAAV altamente concentrado en el CsCl se
diluyé primero hasta un titulo de o por debajo de 5E+12 vg/ml usando un amortiguador de diafiltracién creado que
contiene fosfato de sodio 10 mM, NaCl 180 mM, y 0.001 % de pluronic F-68, a pH 7.3. Hacer funcionar el
procedimiento de DF usando el amortiguador de diafiltracién creado a un caudal con velocidad de cizallamiento a
aproximadamente 8,000 s' o mayor. Finalizar el procedimiento de dialfiltracién para lograr un intercambio eficiente
de amortiguador, iniciar a continuacién el procedimiento de UF para concentrar el vector rAAV hasta un titulo
deseado.

Un componente que debe presentar la formulacién de UF/DF recién creada es Pluronic F-68, que logré un titulo
elevado de las preparaciones de rAAV. Aunque no se desea estar limitados por la teoria, se cree que esta nueva
formulacién (amortiguador de diafiltracién) reduce la formacién de la capa de gel.

Cuando la nueva formulacién se combina con los nuevos parametros operativos en el procedimiento de UF/DF, el
vector rAAV se concentr6 hasta SE+13 vg por ml, sin agregacién de detectable del vector. Ademas, la recuperacidn
del vector rAAV fue sustancial, tipicamente a nivel de 70 % o mayor.
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REIVINDICACIONES

Método para producir particulas de vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV) con una recuperacion

elevada o un titulo elevado, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) recolectar células y/o sobrenadante de cultivo celular que comprenden particulas de vector rAAV;

(b) opcionalmente concentrar dichas células y/o dicho sobrenadante de cultivo celular recolectados en la etapa
(a), opcionalmente mediante filtracion de flujo tangencial, para producir una recolecciéon concentrada;

(c) lisar dicha recoleccién producida en la etapa (a) o dicha recoleccién concentrada producida en la etapa (b),
opcionalmente mediante microfluidizacién, para producir un lisado;

(d) filtrar dicho lisado producido en la etapa (c) para producir un lisado clarificado;

(e) someter dicho lisado clarificado producido en la etapa (d) a cromatografia en columna de intercambio iénico
para producir un eluato de columna compuesto por particulas de vector rAAV purificadas, y opcionalmente
concentrar dicho eluato de columna mediante filtracién de flujo tangencial para producir un eluato de
columna concentrado;

(f) mezclar dicho eluato de columna o dicho eluato de columna concentrado producido en la etapa (e) con
cloruro de cesio para producir una mezcla, y someter dicha mezcla a ultracentrifugacién en gradiente para
separar sustancialmente particulas de vector rAAV auténtico de particulas de AAV de producto génico y
otras impurezas relacionadas con el vector AAV,

(g9)(1) recoger dichas particulas de vector rAAV auténtico separadas en la etapa (f) y

(g9)(2) formular dichas particulas de vector rAAV auténtico recogidas en un amortiguador con un tensioactivo
no iénico;

(h) someter dichas particulas de vector rAAV auténtico en la etapa (g)(2) a un intercambio de amortiguador
mediante filtracién de flujo tangencial para producir una formulacién de vector AAV; e

(i) filtrar dicha formulacién de vector AAV producida en la etapa (h) produciendo asi una formulacién de
particulas de vector rAAV auténtico con una recuperacion elevada o un titulo elevado.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho amortiguador de la etapa (g)(2) comprende
(1) cloruro sédico, y/o fosfato sédico; o

(2) cloruro sédico de una concentracibn de aproximadamente 5 mM hasta una concentracién de
aproximadamente 500 mM.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho tensioactivo no i6nico de la etapa (g)(2)
(1) comprende un polialquilenglicol;

(2) comprende un copolimero en bloque que comprende por lo menos un bloque de polietilenglicol y por lo
menos un bloque de polipropilenglicol;

(3) comprende un alquilpoliglicésido, alcohol cetoestearilico, alcohol cetilico, cocamida DEA, cocamida MEA,
decilglucésido, etoxilato, IGEPAL CA-630, Isoceteth-20, glucdsidos, maltésidos, monolaurina, nonidet P-40,
nonoxinoles tales como nonoxinol-9, NP-40, éter monododecilico de octaetilenglicol, N-octil beta-D-
tioglucopiranésidos, octilglucésidos, alcohol oleilico, glicéridos de girasol PEG-10, éter monododecilico de
pentaetilenglicol, poloxameros tales como poloxamero 407, poloxamero 188 (poli(6xido de etileno-co-
poliéxido de propileno)), polirricinoleato de poliglicerol, sorbitanos, alcohol estearilico, Triton X-100, o Tween
80;

(4) comprende cetomacrogol 1000, polisorbatos tales como polisorbato 20 (monolaurato de polioxietilen (20)
sorbitan), polisorbato 40 (monopalmitato de polioxietilen (20) sorbitan), polisorbato 60 (monoestearato de
polioxietilen (20) sorbitan), polisorbato 80 (monooleato de polioxietilen (20) sorbitan); polirricinoleato de
poliglicerol, éster [2-[(2R,3S,4R)-3,4-dihidroxi-2-tetrahidrofuranil]-2-hidroxietilico] de &cido octadecanoico,
éster [(2R,3S,4R)-2-[1,2-bis(1-oxooctadecoxi)etil]-4-hidroxi-3-tetrahidrofuranilico] de acido octadecanoico;
alcoholes de cadena larga C8 a C22 tales como 1-octadecanol, alcohol cetilestearilico, hexadecan-1-ol y
cis-9-octadecen-1-ol; octilfenol sustituido o no sustituido en el que los sustituyentes pueden incluir un grupo
polietoxietanol (por ejemplo, para formar octilfenoxipolietoxietanol) o cualquier otro sustituyente que formara
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un tensioactivo no ibnico con octilfenol; éter monoisohexadecilico de polietilenglicol; éster 2,3-
dihidroxipropilico de éacido dodecanoico; los glucésidos pueden incluir laurilglucdsido, octilglucésido y
decilglucésido; amidas de acidos grasos tales como cocamida dietanolamina y cocamida monoetanolamina;
o tensioactivos no iénicos que presentan una cadena hidréfila de poliéxido de etileno y un grupo lipéfilo o
hidréfilo de hidrocarburo aromético, tal como Nonoxinol-9 y Triton X-100;

(5) comprende un polietilenglicol-bloque-polipropilenglicol-bloque-polietilenglicol o un copolimero tribloque
compuesto por una cadena hidréfoba central de polioxipropileno (poli(éxido de propileno)) flanqueada por
dos cadenas hidréfilas de polioxietileno (poli(éxido de etileno)); o

(6) presenta una concentracidén de aproximadamente 0.0001 % hasta una concentracién de aproximadamente
0.1 %.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que

(1) dichas particulas de vector rAAV auténtico estén presentes en dicha formulacién producida en la etapa (i)
a una concentracion de aproximadamente 10" particulas por ml a aproximadamente una concentracion de
10'® particulas de vector rAAV auténtico por ml;

(2) el rendimiento de dichas particulas de vector rAAV auténtico en la etapa (i) es por lo menos
aproximadamente 5x10'? particulas de vector rAAV auténtico/ml; o

(3) la recuperacién de dichas particulas de vector rAAV auténtico en la etapa (i) es por lo menos
aproximadamente 60 % de las particulas de vector rAAV totales de la etapa (a).

5. Método segun la reivindicaciéon 1, en el que dichas particulas de vector rAAV auténtico derivan de un AAV
seleccionado de entre el grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAVE, AAVT, AAVSE, AAVY,
AAV10 y Rh74.

6. Método segun la reivindicacion 1, en el que
(1) dichas particulas de rAAV auténtico comprenden un transgén que codifica un &cido nucleico inhibidor;

(2) dichas particulas de rAAV auténtico comprenden un transgén que codifica un producto génico seleccionado
de entre el grupo que consiste en insulina, glucagén, hormona del crecimiento (GH), hormona paratiroidea
(PTH), factor liberador de la hormona del crecimiento (GRF), hormona estimulante de foliculos (FSH),
hormona luteinizante (LH), gonadotropina coriénica humana (hCG), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), angiopoyetinas, angiostatina, factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF),
eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento de tejido conjuntivo (CTGF), factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), factor acido de crecimiento de fibroblastos (aFGF), factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor a de crecimiento transformante (TGFa), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factores | y Il de crecimiento de insulina (IGF-I e IGF-Il), TGF, activinas, inhibinas, proteina morfogénica
6sea (BMP), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
neurotrofinas NT-3 y NT4/5, factor neurotrdfico ciliar (CNTF), factor neurotréfico derivado de estirpe de
células gliales (GDNF), neurturina, agrina, netrina-1 y netrina-2, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
efrinas, nogina, sonic hedgehog, y tirosina hidroxilasa;

(3) dichas particulas de rAAV auténtico comprenden un transgén que codifica un producto génico seleccionado
de entre el grupo que consiste en trombopoyetina (TPO), interleucinas (IL1 a IL-17), proteina quimiotactica
de monocitos, factor inhibidor de la leucemia, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos,
ligando de Fas, factores ay B de necrosis tumoral, interferones q, B y vy, factor de células troncales, ligando
de flk-2/flt3, 19G, IgM, IgA, IgD e IgE, inmunoglobulinas quiméricas, anticuerpos humanizados, anticuerpos
monocatenarios, receptores de linfocitos T, receptores de linfocitos T quiméricos, receptores de linfocitos T
monocatenarios, moléculas del MHC clase | y clase I,

(4) dichas particulas de vector rAAV auténtico comprenden un transgén que codifica una proteina util para la
correccién de errores congénitos del metabolismo seleccionada de entre el grupo que consiste en carbamoil
sintetasa |, ornitina transcarbamilasa, arginosuccinato sintetasa, arginosuccinato liasa, arginasa,
fumarilacetacetato  hidrolasa, fenilalanina hidroxilasa, antitripsina alfa-1, glucosa-6-fosfatasa,
porfobilinégeno desaminasa, factor V, factor VIII, factor IX, cistationa beta-sintasa, descarboxilasa cetoacida
de cadena ramificada, albumina, isovaleril-coA deshidrogenasa, propionil CoA carboxilasa, metil malonil
CoA mutasa, glutarii CoA deshidrogenasa, insulina, beta-glucosidasa, piruvato carboxilato, fosforilasa
hepatica, fosforilasa cinasa, glicina descarboxilasa, RPEB5, proteina H, proteina T, una secuencia de
regulador transmembranario de fibrosis quistica (CFTR), y una secuencia de ADNc de distrofina;
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(5) dichas particulas de vector rAAV auténtico comprenden un transgén que codifica una proteina util para la
correccién de enfermedades neurodegenerativas; o

(6) dicha proteina es tripeptidil peptidasa 1 (TPP1).

7. Método segun la reivindicacién 6, parte (1), en el que dicho acido nucleico inhibidor se selecciona de entre el
grupo que consiste en ARNip, una molécula antisentido, miARN, ribozima, y ARNhc.

8. Método segun la reivindicacién 1, que comprende recoger las particulas de céapsides vacias de manera
separada en la etapa (f).

9. Método segun la reivindicacién 1, en el que la pureza de dichas particulas de vector rAAV auténtico en dicho
filtrado de la etapa (i) es por lo menos aproximadamente 80 %.

10. Método segun la reivindicacion 1, en el que dichas particulas de capsides vacias estan presentes en dicho
filtrado de la etapa (i) en una cantidad de 10 % o menos.

11. Método segln la reivindicacién 1, en el que dicho filtrado de la etapa (i) presenta no méas de aproximadamente
10 % de particulas de rAAV agregadas.

12. Método segun la reivindicacién 1, en el que dicha centrifugacién en la etapa (f)
(1) se lleva a cabo en una Unica etapa; o
(2) es una ultracentrifugacién en gradiente de densidad.

13. Método segun la reivindicacién 1, en el que dicho eluato de columna en la etapa (e) se concentra mediante
filtracién de flujo tangencial para producir un eluato de columna concentrado.

14. Método segln la reivindicacién 1, que comprende ademas afiadir una nucleasa al lisado producido en la etapa
(c).

15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el método produce unas particulas de vector
rAAV que presentan un titulo superior a las particulas de vector rAAV producidas en las que se afiade un
tensioactivo no idnico a la formulaciéon de vector AAV después del intercambio de amortiguador mediante filtracidn
de flujo tangencial de la etapa (h).

16. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que las particulas de vector rAAV auténtico
recogidas de la etapa (g)(1) se diluyen hasta una concentracion de menos de aproximadamente 5x10'? particulas
de vector rAAV/mI, antes de, sustancialmente de manera simultanea, o después de la etapa (g)(2).

17. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la filtracién de flujo tangencial de las etapas
(b), (e) y/o (h) se lleva a cabo

(1) a una presién transmembranaria de entre aproximadamente 2-15 psig; o

(2) a una velocidad de cizallamiento superior a aproximadamente 3000 s,

10
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