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PROCEDE DE PURIFICATION DE VIRUS OU VECTEURS VIRAUX ENVELOPPES

L'invention concerne un procédé de purification de virus enveloppés. Le procédé de
lI'invention est utile pour la récupération a grande échelle de virus enveloppés dans des
conditions respectant les bonnes pratiques de fabrication et permettant 1'obtention de virus de

grade clinique.

ARRIERE PLAN TECHNOLOGIQUE

Les vecteurs lentiviraux dérivés du virus de lI'immunodéficience humaine (VIH-1 notamment)
font partie des vecteurs les plus utilisés pour la thérapie génique. Ces vecteurs sont en général
pseudotypés avec des glycoprotéines provenant d’autres virus: virus leucémogene du gibbon
(GALV en anglais pour gibbon ape leukemia virus; glycoprotéines GaLV-TR), virus de la
stomatite vésiculaire (VSV-g), virus de la rougeole (ou MV pour measles virus en anglais).
Des procédés de purification de lots cliniques de vecteurs lentiviraux pseudotypés avec la
protéine VSV-G ont été décrits (Schweizer et Merten, 2010). Cependant les vecteurs viraux
pseudotypés avec d’autres protéines d’enveloppe, et plus particulierement avec des
glycoprotéines dérivées de GaLV ou MV, sont relativement peu utilis€s car aucun protocole
de purification satisfaisant n'est disponible a I'heure actuelle. L'obstacle limitant majeur pour
la purification de ce type de vecteurs pseudotypés est li¢ a l'instabilité et a la fragilité de
certaines glycoprotéines membranaires. Pourtant, ces vecteurs sont particuliérement
intéressants au regard de leur tropisme moins large que celui des vecteurs pseudotypés avec la
protéine VSV-G. Par exemple, les vecteurs pseudotypés avec une glycoprotéine dérivée de
GALYV possedent un tropisme plus restreint et visent plus particulierement les cellules
souches hématopoiétiques. La mise a disposition d'un procédé efficace de purification de
vecteurs pseudotypés avec des glycoprotéines GALV représente donc un enjeu majeur dans le

domaine de la thérapie génique.

Les inventeurs se sont donc proposés de développer un procédé de purification de virus
enveloppés, et notamment de virus pseudotypés par la glycoprotéine d’enveloppe GaLV ou
par d’autres protéines d’enveloppe, en vue de produire des préparations de virus a usage

clinique.
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RESUME DE L'INVENTION

La présente invention découle de l'observation inattendue faite par les inventeurs de
l'influence du pH des solutions utilisées au cours de la purification d'un virus enveloppé, et de

l'influence positive de certains additifs sur le rendement de ladite purification.

La présente invention découle en particulier de 1'observation de I'amélioration frappante de la
purification de virus enveloppés lorsque des tampons acides sont utilisés au cours d'une
chromatographie échangeuse d'anions. L'invention a donc pour objet un procédé de
purification de virus enveloppés comprenant une étape de chromatographie échangeuse
d'anions, les tampons utilisés au cours de ladite chromatographie étant de pH inférieur a 6.

En particulier, le pH peut notamment étre compris entre 5,5 et 6. Selon une alternative, le pH
des tampons utilisés au cours de la chromatographie échangeuse d’anions est supérieur ou

¢gal a 6 et comprend en outre un polyol

Les inventeurs ont pu montrer que 1'addition d'un polyol dans un ou plusieurs des tampons
utilisés au cours d'une ou plusieurs étapes d'un procédé de purification d'un virus enveloppé
permettait d'obtenir une augmentation substantielle du rendement de purification. En
particulier, l'amélioration du rendement d'une purification comprenant une étape
d'ultrafiltration/diafiltration suivie d'une chromatographie échangeuse d'anions est observée

lorsque les tampons utilisés au cours de cette chromatographie comprennent un polyol.

Les inventeurs proposent €galement l'inversion de l'ordre des étapes de chromatographie
¢changeuse d'anions et d’ultrafiltration/diafiltration, notamment de filtration a flux tangentiel
(TFF), utilisées lors de la purification. L'application d'une ultrafiltration/diafiltration,
notamment d’une TFF, avant une chromatographie échangeuse d'anion permet une
amélioration substantielle du rendement de la purification d'un vecteur enveloppé. L'invention
concerne donc également un procéd¢ de purification d'un virus enveloppé, comprenant, dans
cet ordre, une étape d’ultrafiltration/diafiltration, notamment une étape de TFF, suivie d'une

étape de chromatographie échangeuse d'anions.

L’invention concerne par ailleurs, un procédé de purification de virus enveloppés, ledit
procédé comprenant une étape d’ultrafiltration / diafiltration, notamment une étape de TFF,

ladite étape étant réalisée en utilisant des tampons contenant un polyol.
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L'invention est plus particulierement adaptée a la purification de virus pseudotypés avec une
glycoprotéine dérivée de GaLV. Jusqu'a la mise a disposition de la présente invention, les
virus pseutotypés avec ce type de glycoprotéines étaient considérés comme "non purifiables".
Les différentes études réalisées sur ces vecteurs viraux mettaient en oeuvre des préparations
brutes de vecteurs non purifiés en raison de la fragilité des vecteurs pseudotypés GaLV. De
maniére inattendue, les inventeurs ont pu montrer une amélioration importante du rendement
de purification grace au procédé de l'invention. Ils ont également pu montrer que ce procédé
permet également l'amélioration du rendement de la purification de virus pseudotypés au
moyen d'autres glycoprotéines d'enveloppe, notamment au moyen des glycoprotéines VSV-G

et MV.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

Production de virus et vecteurs enveloppés

La production de virus ou vecteurs enveloppés est bien connue dans 1'état de la technique.
L'homme du métier peut se référer a ses connaissances générales dans ce domaine,
notamment représentées par Ansorge et al. 2010; Schweizer and Merten 2010; Rodrigues et

al. 2011.

Le virus produit est notamment un vecteur viral enveloppé. Le vecteur viral est notamment
dérivé d’un rétrovirus, en particulier un lentivirus. Les vecteurs rétroviraux produits sont
notamment dérivés d’alpharétrovirus (tel que le VLA ou ALV en anglais pour avian leukosis
virus), de bétarétrovirus (tel que le VIMM ou MMTYV en anglais pour mouse mammary
tumor virus), de gammarétrovirus (tel que les différents types de VLM ou MLV en anglais
pour murine leukemia virus), de deltarétrovirus (tel que les différents types de VLTH ou
HTLYV en anglais pour human T-lymphotropic virus), d’epsilonrétrovirus (tel que le VSDW
ou WDSYV en anglais pour Walleye dermal sarcoma virus), de spumavirus (tel que le VFH ou
HFV en anglais pour human foamy virus et le VFS 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 l'immunodéficience simienne (VIS, ou SIV en anglais pour simian



10

15

20

25

30

3014901

immunodeficiency virus), ou de lentivirus de mammiferes non primates tels que le virus de
I'anémie infectieuse équine (VAIE, ou EIAV en anglais pour equine infectious anemia virus),
le virus de I'immunodéficience féline (VIF, ou FIV en anglais 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 VMV en anglais pour

visna maedi virus).

Selon un mode particulier de réalisation, le virus enveloppé, notamment le vecteur rétroviral,
en particulier lentiviral, est pseudotypé, c'est-a-dire qu'il comprend une glycoprotéine
d'enveloppe dérivée d'un virus différent du virus dont est dérivée la particule rétrovirale, une
glycoprotéine d'enveloppe modifiée ou une glycoprotéine d'enveloppe 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), du virus de la rougeole
(MV pour measles virus en anglais) ou du virus leucémogene du gibbon (GALV en anglais
pour gibbon ape leukemia virus), bien que I'homme du métier puisse envisager l'utilisation
d'autres glycoprotéines d'enveloppe virale (Frecha et al. 2008). Selon un mode particulier de
réalisation, le virus enveloppé, notamment le vecteur rétroviral, plus particulierement
lentiviral, est pseudotypé avec une glycoprotéine d’enveloppe modifiée tel que GALVTR
(glycoprotéine d’enveloppe de GALV dont I’extrémité C-terminale intravirion a été
remplacée par I’extrémité C-terminale de la glycoprotéine d’enveloppe du virus leucémogene
humain amphotrope A-MLV, permettant ainsi une incorporation de la glycoprotéine
d’enveloppe treés efficace dans la particule lentivirale) (Christodoulopoulos and Cannon
2001). Selon un mode particulier de réalisation, le virus enveloppé, notamment le vecteur
rétroviral, plus particulierement lentiviral, est pseudotypé avec une glycoprotéine d’enveloppe
chimérique tel que la glycoprotéine d’enveloppe du virus de la rougeole dans laquelle a été
insérée un protéine de fusion codant la région variable des chaines lourde et 1égere d’une
immunoglobuline (scFv en anglais pour single chain variable fragment) ou une protéine a
domaines ankyrin répétés (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; Miinch et al. 2011). Selon un mode particulier de réalisation, le vecteur lentiviral est
pseudotypé avec une enveloppe dérivée du virus GALYV, du virus de la stomatite vésiculeuse
(e.g. protéine d'enveloppe VSV-G), ou du virus de la rougeole, bien que I'homme du métier

puisse envisager l'utilisation d'autres protéines d'enveloppe.
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Le virus enveloppé peut par ailleurs contenir un transgene d'intérét introduit dans son génome.
Bien entendu, le transgéne d'intérét dépendra de l'utilisation spécifique pour lequel le vecteur
viral enveloppé est destiné. De maniere illustrative, citons un transgene d'intérét codant un
ARN thérapeutique (e.g. un transgene d'intérét codant un ARN antisens complémentaire d'une
séquence cible ARN ou ADN), un transgéne de thérapie génique codant une protéine
déficiente ou absente chez un sujet atteint d'une pathologie, ou un transgeéne utilisé pour une
vaccination par ADN, c'est-a-dire un transgene codant une protéine dont l'expression induira
une vaccination de l'organisme receveur contre ladite protéine. Selon un mode particulier de
réalisation, un vecteur viral enveloppé utilisable en thérapie génique est produit, puis purifié.
Le procédé de production utilisé est avantageusement compatible avec les bonnes pratiques de
laboratoire et permet d'envisager une production a grande échelle de vecteurs viraux
enveloppés, notamment de vecteurs rétroviraux, notamment lentiviraux, en particulier de
vecteurs lentiviraux pseudotypés (en particulier avec les protéines d'enveloppes GALV pour

un rétrovirus ou GALVTR pour un lentivirus, VSV-G, ou MV).

Selon un mode préféré de réalisation pour la production d'un vecteur lentiviral, les quatre
¢léments 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 transgéne d'intérét, compris entre un LTR-5' et un LTR-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 éléments nécessaires a la production d'un virus enveloppé (Miller 2001,
Rodrigues et al. 2011), comme par exemple la lignée productrice humaine GPRG-EFla-
hy.OPT 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 MLV
pseudotypé avec la glycoprotéine d’enveloppe GaLV (Miller et al 1991). Dans un mode
particulier de réalisation, le virus enveloppé est produit a partir d'une cellule héte de
mammifere transfectée de maniere transitoire avec un ou plusieurs plasmides codant les
¢léments nécessaires a la production du virus. Selon une variante permettant la production
d'un vecteur lentiviral, lesdits éléments sont introduits dans la cellule au moyen de 4

plasmides: un plasmide portant une cassette d'expression comprenant un geéne gagpol
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lentiviral, un plasmide portant une cassette d'expression comprenant un gene rev lentiviral, un
plasmide de transfert comprenant une cassette d'expression d'un transgéne 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.

La cellule hote peut étre choisie parmi toute cellule permettant la production d'un 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 canidé (D17) (Miller and
Chen 1996 ; Miller 2001; Merten 2004 ; Rodrigues et al. 2011 ; Stacey and Merten 2011).

Les cellules sont cultivées dans un milieu approprié pour la culture de cellules mammiferes et
la production d'un virus enveloppé. Le milieu peut par ailleurs étre complémenté avec des
additifs bien connus dans le domaine tels que des antibiotiques, du sérum (notamment du
sérum de veau foetal, etc.) ajoutés dans des concentrations appropriées. 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 différents milieux de
culture, incluant, par exemple, le DMEM/F12, ou un milieu sans sérum comme I’optiMEM®,
I’optiPRO®, I’optiPRO-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 étre utilisé. Il peut étre notamment fait emploi de
phosphate de calcium ou de polyéthyléneimine, bien que d'autres agents puissent étre
envisages 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
transfection, le type de milieu, etc.) et la durée de transfection 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 récolté¢ 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 milieu de culture utilisé présente un pH neutre
(e.g. compris entre 7 et 7,4, notamment 7, 7,1, 7,2, 7,3 ou 7,4) classiquement utilisé dans
I’état de la technique pour la culture des cellules et la production de virus. Selon un mode
particulier de réalisation, le procédé de production utilisé comprend la culture des cellules
productrices en milieu modérément acide. Alors que I'état de la technique présente la
neutralité des milieux de culture comme une condition nécessaire pour la culture optimale des
cellules et la production optimale des virus et vecteurs enveloppés, il a été découvert que des
conditions modérément acides permettaient au contraire d'améliorer de maniere significative
la production d'un virus enveloppé, notamment d'un lentivirus, en particulier d'un lentivirus
pseudotypé (par exemple avec la protéine GaLV (ou GaLVTR), VSV-G, ou protéines

d’enveloppe du virus de la rougeole).

Selon une variante, la production de vecteurs enveloppés est réalisée en condition
modérément acide. L'expression "condition modérément acide" désigne le pH d'une solution
aqueuse compris entre S et 6,8, en particulier entre 5,5 et 6,5, plus particulierement entre 5,8
et 6,2. Selon un mode particulier de réalisation, le pH du milieu de culture est d'environ 6. Le
pH choisi dépendra également du pouvoir tampon du milieu de culture utilisé, ce que 'homme
du métier pourra déterminer facilement compte tenu de ses connaissances générales. L'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 l'acide chlorhydrique. Au besoin, une solution d'une base,
notamment d'une base forte telle que I'hydroxyde de sodium, peut étre utilisée pour réajuster

le pH a la hausse pour atteindre la valeur souhaitée.

Selon un mode particulier de réalisation, la production du virus enveloppé comprend les
étapes suivantes:

- la transfection transitoire de cellules HEK293T au moyen d'un ou plusieurs plasmides
codant les éléments nécessaires a la production dudit vecteur enveloppé ou l'utilisation de
cellules productrices stables produisant les vecteurs de maniére constitutive ou apres
induction ;

- la culture desdites cellules dans un milieu approprié, dont le pH est d'environ 6 ou d’environ
7,

- la récolte du virus enveloppé dans le surnageant de culture.
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Selon une variante de ce mode de réalisation, le virus enveloppé produit est un lentivirus
produit aprés 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 LTR-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 GaLV (en particulier la glycoprotéine
modifiée GaLVTR pour les vecteurs lentiviraux), du virus VSV (en particulier enveloppe

VSV-G) ou du virus de la rougeole (MV).

Purification de virus et vecteurs enveloppés
Comme nous le montrons dans les exemples de cette demande, le rendement de purification
des virus enveloppés produits peut étre amélioré de maniere frappante en adaptant les

conditions de pH des tampons utilisés au cours de ladite purification.

En particulier, les virus enveloppés peuvent étre trés avantageusement purifiés selon un
nouveau procédé comprenant l'utilisation de tampons acides au cours d'une chromatographie
¢changeuse d'anions. Ainsi, I'invention concerne en particulier un procédé de purification d'un
virus enveloppé, le procédé comprenant une étape de chromatographie échangeuse d'anions,
le ou les tampons utilisés au cours de cette étape de chromatographie échangeuse d'anions
étant de pH inférieur ou égal a 6,9. Le virus enveloppé peut notamment étre purifié¢ a partir du
milieu de culture d'une culture cellulaire de cellules productrices dudit virus enveloppé. Dans
un mode particulier de réalisation, le pH du ou des tampon(s) utilisé(s) au cours de 1’étape de
chromatographie échangeuse d’anions est compris entre 4,5 et 6,2, plus particulierement entre
5 et 6, en particulier entre 5,5 et 6, le pH étant plus particuliérement d'environ 5,5 (e.g. 5,4,
5,50u 5,6)ou 6 (eg 59, 6 ou 6,1), encore plus particulierement 5,5. La chromatographie
échangeuse d'anions peut étre précédée ou suivie, de préférence précédée, d'une étape
d'ultrafiltration, en particulier d'une ultrafiltration / diafiltration, notamment d'une filtration a
flux tangentiel. Selon un mode de réalisation, la chromatographie échangeuse d'anions
précede l'ultrafiltration. Selon un mode alternatif, l'ultrafiltration précéde la chromatographie

échangeuse d'anions, ce dernier mode étant préféré.

Les inventeurs ont également montré I’avantage d’utiliser un polyol, notamment du sucrose,

dans les tampons employés au cours d’une chromatographie échangeuse d’anions, lorsque
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lesdits tampons présentent un pH supérieur ou €gal a 6, notamment un pH compris entre 6 et
8. L'invention concerne donc également un procédé de purification d'un virus enveloppé
comprenant une étape d'ultrafiltration/diafiltration suivie d'une étape de chromatographie
échangeuse d'anions, ladite chromatographie étant réalisée en utilisant des tampons de pH
supérieur ou €gal a 6, notamment de pH compris entre 6 et 8, plus particulierement entre 7 et

8, contenant un polyol.

Le(s) tampon(s) utilisés au cours de I'étape d'ultrafiltration/diafiltration, plus particuliérement

de TFF, peuvent également étre des tampons acides, neutres ou basiques.

L'homme du métier est en mesure de modifier le pH d'une solution, notamment le pH d'un
tampon utilisé¢ au cours d'une étape de purification de virus enveloppés. Il peut notamment
introduire dans ladite solution une solution d'un acide, notamment d'un acide fort tel que
l'acide chlorhydrique, pour diminuer le pH ou l'ajuster. Au besoin, une solution d'une base,
notamment d'une base forte telle que I'hydroxyde de sodium, peut étre utilisée pour obtenir un
pH basique ou réajuster le pH a la hausse pour atteindre une valeur acide souhaitée. Bien
entendu, I'homme du métier veillera a utiliser la formulation adéquate pour obtenir une

solution de pouvoir tampon adaptée au pH souhaité.

La solution chargée sur ou dans le dispositif d'ultrafiltration/diafiltration ou sur la colonne de
chromatographie échangeuse d'anions peut correspondre au surnageant de culture cellulaire
éventuellement prétraité au moyen d'une benzonase et/ou d'une centrifugation basse vitesse
et/ou d'une clarification. Il est entendu que ce surnageant de culture éventuellement prétraité
ne correspond pas a un "tampon de purification". Cependant, son pH peut également étre
ajusté¢ avant chargement si besoin. Si la production a été réalisée a pH neutre ou acide, le
surnageant de culture éventuellement prétraité peut étre chargé directement, ou son pH peut
étre diminué¢ ou augmenté avant chargement. Il est également possible d'envisager 1'ajout
d'additifs dans le surnageant de culture éventuellement prétraité avant chargement. Par
exemple, il est possible d'ajouter deés cette étape un polyol, un antioxydant (notamment L-
histidine, L-méthionine, L-cystéine, glutathion ou vitamine C), un sel métallique, notamment
un sel de magnésium tel que le MgCl, ou MgSQOs, ou tout autre additif adéquat.

Selon un mode particulier de réalisation, le surnageant de culture, éventuellement prétraité, est
chargé directement sur ou dans le dispositif d'ultrafiltration/diafiltration ou sur la colonne de

chromatographie, sans ajustement de pH et sans ajout d'additif. Des tampons de pH acide,
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basique ou neutre peuvent étre, et de préférence sont, utilisés au préalable pour équilibrer le
dispositif d'ultrafiltration/diafiltration et/ou pour réaliser l'ultrafiltration/difiltration ou la
chromatographie échangeuse d'anions en tant que telle.

Selon une variante, 1'étape d'ultrafiltration/diafiltration, est une étape de TFF. Dans cette
variante, la diafiltration est réalisée avec un tampon dont le pH est ajusté selon les modalités
exposées ci-dessus. Ainsi, le tampon utilisé peut étre un tampon acide, notamment un tampon
de pH inférieur a 6 ou un tampon de pH compris entre 4,5 et 6,2, notamment entre 5 et 6, en
particulier un tampon de pH 5,5 a pH 6, plus particulierement un tampon de pH 5,5. Dans une
variante, le tampon utilisé est un tampon de pH supérieur ou égal a 6, en particulier compris

entre 6 et 8, plus particulierement entre 7 et 8, comprenant un polyol.

Les tampons utilisés au cours de I’étape d’ultrafiltration et au cours de I’étape de diafiltration
peuvent étre différents ou identiques. Dans un mode particulier de réalisation, 1’étape
d’ultrafiltration est réalisée au moyen d’un tampon ayant un pH d’environ 7 (notamment un
pH compris entre 6,8 et 7,2, plus particulierement un tampon de pH 7) et la diafiltration est
réalisée au moyen d’un tampon ayant un pH compris entre 4,5 et 6,2, notamment un pH
compris entre 5 et 6, plus particulierement un tampon de pH compris entre 5,5 et 6, en

particulier un tampon de pH égal a 5,5.

Dans un mode de réalisation, le procédé de purification comprend une étape de
chromatographie échangeuse d’anions suivie d’une étape d’ultrafiltration/diafiltration. Dans
un autre mode de réalisation, le procédé de purification comprend une étape d’ultrafiltration

suivie d’une étape de chromatographie échangeuse d’anions.

Dans un mode particulier de réalisation, le procédé de purification comprend:

(a) la clarification du milieu de culture cellulaire;

(b) une étape d'ultrafiltration/diafiltration;

(c) une chromatographie échangeuse d'anions;

(d) une chromatographie d'exclusion,;

les étapes (b) et (c) pouvant étre inversées. Selon un mode préféré de réalisation, 1'étape (c)

suit 'étape (b).

La figure 1 de cette demande résume les étapes d’un mode préféré de réalisation du procédé

de purification de l'invention.
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Selon un mode particulier de réalisation, une premiere €tape de clarification est réalisée par
filtration du surnageant de culture sur un filtre dont le seuil de rétention est compris entre 0,2
et 0,8 um, en particulier un filtre de 0,45 um, et la récupération des virus enveloppés dans le
filtrat. Selon un mode de réalisation, la clarification est réalisée au moyen d'une cascade de
filtres de seuil de rétention différent, par exemple avec une succession de filtres 0,8, 0,45 et
0,2um ou encore 0,65 et 0,2 um. Cette étape de clarification peut étre précédée d'une étape de
centrifugation du surnageant de culture a faible vitesse. La vitesse de centrifugation a cette

étape peut notamment étre comprise entre 500 x g et 1000 x g.

Selon un mode particulier de réalisation, 1'é¢tape d’ultrafiltration/diafiltration est notamment
réalisée par filtration a flux tangentiel. Selon ce mode de réalisation, la filtration a flux
tangentiel peut étre réalisée au moyen d'une membrane a fibres creuses ou d’une cassette de
membrane plane ou une membrane spiralée (ou "spiral wound membrane", en anglais), dont
la taille d'exclusion des pores est comprise entre 300 et 800 kDa, en particulier entre 500 et
750 kDa. Selon un autre mode de réalisation, la taille d'exclusion des pores est d'au moins
300, 400, 500, 600, ou 700 kDa, ou est de 800 kDa. Selon un mode préféré, la membrane
utilisée pour la filtration a flux tangentiel est caractérisée par une taille d'exclusion des pores
de 750 kDa. Selon un mode particulier de réalisation, a l'issue de 1'étape
d’ultrafiltration/diafiltration les virus enveloppés, notamment les virus enveloppés présents
dans le filtrat de l'étape de clarification, sont concentrés jusqu'au volume minimal possible,
par exemple au moins 5X, au moins 10X, 15X, 20X, 25X, 30X, 35X, 40X, 45X, 50X, 55X ou
60X. Par exemple, les virus enveloppés sont concentrés 36,6X ou 50X a l'issue de 1'étape
d’ultrafiltration/diafiltration. ~ Selon un autre mode de  réalisation, 1'étape
d’ultrafiltration/diafiltration permet une réduction de la charge en contaminants de plus de
70%, 80 %, 85 %, 90 % ou de plus de 95 %. Selon un mode particulier de réalisation, 1'étape
d’ultrafiltration/diafiltration est réalisée de la maniere suivante: une premiére concentration
est réalisée, par exemple une concentration de 25X (notamment, en passant d'un volume de
500 mL a un volume de 20 mL), suivie d'une diafiltration avec au moins 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,
voire au moins 10 volumes d'un tampon acide contenant ou non un polyol et/ou un ou
plusieurs antioxydants, par exemple avec 10 volumes de tampon, cette étape est ensuite suivie
d'une seconde étape de concentration, notamment jusqu'au volume minimal possible, pour

atteindre par exemple une concentration de 50 X.
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Les supports de chromatographie échangeuse d’anions sont bien connus dans ce domaine.
L'invention met plus particuliérement en ceuvre une chromatographie par échange d’anions
sur colonne ou sur membrane, plus particulierement sur colonne. Un mode préféré de
réalisation, comprend la mise en oeuvre d’'une chromatographie par échange d’anions faible
(notamment, DEAE (D) - dié¢thylaminoéthyl, PI - polyéthylenimine). A ce titre, on peut citer
l'utilisation d'un support choisi parmi une colonne DEAE. A titre illustratif, on peut citer les
supports Monolithe CIM D (BIAseparation), Poros D50 (Life Technologies), Sartobind D
(Sartorius), Toyopearl 650C DEAE (Tosoh), etc. Dans une variante préférée, le support de
chromatographie échangeuse d’anions est un support non compressible tel que les supports
Monolithe CIM D et Poros D50, permettant ’obtention d’un meilleur rendement que les
supports compressibles. Lorsque le pH des tampons utilisés au cours de la chromatographie
échangeuse d'anions est inférieur a 6, lesdits tampons contiennent ou ne contiennent pas un
polyol. En particulier, il a été observé que l'utilisation de tampons de pH 5,5 au cours de cette
étape permettait l'obtention d'un rendement d'environ 100 % des vecteurs lentiviraux
pseudotypés GALVTR sans nécessité d'ajouter un polyol. Cet excellent niveau de rendement
n'a jamais ét¢ atteint a ce jour et permet d'envisager l'utilisation a grande échelle de ce type de
vecteurs particulierement avantageux pour les raisons exposées précédemment. L'ajout d'un
polyol n'a montré aucun impact positif ou négatif sur ce rendement mais leur ajout peut
toutefois étre envisagé dans un but de stabilisation des vecteurs élués. Lorsque le pH des
tampons utilisés est supérieur ou égal a 6, notamment compris entre 6 et 8, I'ajout d'un polyol
améliore significativement le rendement de la purification. Ainsi, selon l'invention, lorsque le
pH des tampons de chromatographie échangeuse d'anions est compris entre environ 6 et
environ 8, lesdits pH contiennent un polyol.

Dans un mode de réalisation, la solution purifiée et filtrée de 1'étape
d’ultrafiltration/diafiltration est déposée sur le support de chromatographie qui a tout d'abord
été équilibré au moyen d'un tampon d'équilibrage de pH inférieur & 6 contenant
éventuellement un polyol, notamment un tampon 20 mM Bis-Tris, pH 5 a 6 (par ex. pH 5,5),
5 % sucrose, 2 mM MgCl, ou un tampon d'équilibrage de pH supérieur ou égal a o,
notamment compris entre 6 et 8, contenant un polyol, par exemple un tampon PBS, pH 7, 5%
sucrose ou Bis-Tris-propane pH 8, 5 % sucrose, 2 mM MgCl,. Le tampon est introduit a une
vitesse adéquate (par exemple a 1 volume de colonne/min ou 4 cm/min). Puis la colonne est
lavée avec le tampon d'équilibrage, et enfin éluée. Selon un mode particulier de réalisation,
I'¢lution de la colonne de chromatographie échangeuse d'anions est réalisée en deux étapes

avec un tampon comprenant ou non un polyol, notamment avec un tampon 0,3 M NaCl, 20
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mM Bis-Tris (pH 5 a 6, en particulier pH 5,5) 5% sucrose, 2 mM MgCl, puis ['élution des
vecteurs est réalisée avec un tampon de force ionique supérieure comprenant un polyol,
notamment un tampon 650 mM NaCl, 20 mM Bis-Tris (pH 6), 5% sucrose, 2 mM MgCl,. Le
procédé selon l'invention permet donc avantageusement de diminuer la quantité de sels
nécessaire pour ¢luer les vecteurs de la colonne par rapport & la concentration en sels

classiquement utilisée.

Pour I'évaluation des fractions et la sélection de celles qui seront soumises a la suite du
procédé de purification, la colonne peut étre équipée en sortie d'un chromatographe équipé
d'un lecteur d'absorbance UV 280 nm, d'un conductivimétre, d'une table tragante et d'un

collecteur de fraction.

Une étape de chromatographie d'exclusion est réalisée de fagon préférentielle immédiatement
apres 1'étape de chromatographie échangeuse d’anions. La résine d'exclusion utilisée présente
une taille d'exclusion comprise entre 300 et 1000 kDa, notamment entre 500 et 800 kDa.
Selon un mode particulier de réalisation, la colonne de chromatographie d'exclusion utilisée
est définie par une taille d'exclusion de 500, 700 ou 800 kDa. Par ailleurs, dans un mode
particulier de réalisation, la colonne utilisée pour cette étape comprend une résine
multimodale, notamment une résine a double fonctionnalité de gel d'exclusion et d'adsorption
(par interaction hydrophobe ainsi que par une charge positive du support). On peut citer a ce
titre la colonne Capto Core700 (GE HealthCare). Dans un mode de réalisation, le gel de
chromatographie est un support non compressible. L'échantillon de virus ou vecteurs
enveloppés issu de chromatographie échangeuse d’anions est chargé sur la colonne, puis le
tampon de formulation est injecté a une vitesse appropriée, par exemple a une vitesse de 0,5
mL/minute. Les fractions a collecter sont déterminées en sortie de colonne au moyen d'un

lecteur d'absorbance UV a 280 nm.

Selon un aspect, I'invention concerne un procédé de purification de virus enveloppés
comprenant une étape d’ultrafiltration/diafiltration, notamment une TFF, ladite étape étant
réalisée au moyen de tampons contenant un polyol. Les inventeurs ont pu montrer que 1’ajout
d’un polyol dans un tampon d’ultrafiltration/diafiltration permet une augmentation
significative du rendement de purification (tableau 2 ci-dessous, dans les exemples), ce qui
n’avait jamais ¢été rapporté. Les polyols utilisables au cours de cette étape et leur

concentration sont spécifiés ci-dessous. Les tampons utilisés au cours de [’étape
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d’ultrafiltration et au cours de I’étape de diafiltration peuvent étre différents ou identiques.
Dans un mode particulier de réalisation, 1’étape d’ultrafiltration est réalisée au moyen d’un
tampon ayant un pH d’environ 7 (notamment un pH compris entre 6,8 et 7,2, plus
particuliérement un tampon de pH 7) et la diafiltration est réalisée au moyen d’un tampon
ayant un pH inférieur a 6, ou compris entre 4,5 et 6,2, notamment un pH compris entre 5 et 6,
plus particulierement un tampon de pH compris entre 5,5 et 6, plus particulierement un
tampon de pH égal a 5,5 ou 6, en particulier un tampon de pH égal a 5,5. La filtration a flux
tangentiel peut étre réalisée au moyen d'une membrane a fibres creuses ou d’une cassette de
membrane plane ou une membrane spiralée (ou ‘spiral wound membrane’ en anglais), dont la
taille d'exclusion des pores est comprise entre 300 et 800 kDa, en particulier entre 500 et 750
kDa. Selon un autre mode de réalisation, la taille d'exclusion des pores est d'au moins 300,
400, 500, 600, ou 700 kDa, ou est de 800 kDa. Selon un mode préféré, la membrane utilisée
pour la filtration a flux tangentiel est caractérisée par une taille d'exclusion des pores de 750
kDa. Selon un mode particulier de réalisation, a l'issue de 1'étape d’ultrafiltration/diafiltration
les virus enveloppés, notamment les virus enveloppés présents dans le filtrat d’une étape de
clarification, sont concentrés jusqu'au volume minimal possible, par exemple au moins 5X, au
moins 10X, 15X, 20X, 25X, 30X, 35X, 40X, 45X, 50X, 55X ou 60X. Par exemple, les virus
enveloppés sont concentrés 36,6X ou 50X a l'issue de 1'étape d’ultrafiltration/diafiltration.
Selon un autre mode de réalisation, 1'étape d’ultrafiltration/diafiltration permet une réduction
de la charge en contaminants de plus de 70%, 80 %, 85 %, 90 % ou de plus de 95 %. Selon un
mode particulier de réalisation, 1'étape d’ultrafiltration/diafiltration est réalisée de la maniere
suivante: une premicre concentration est réalisée, par exemple une concentration de 25X
(notamment, en passant d'un volume de 500 mL a un volume de 20 mL), suivie d'une
diafiltration avec au moins 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, voire au moins 10 volumes d'un tampon acide
contenant ou non un polyol et/ou un ou plusieurs antioxydants, par exemple avec 10 volumes
de tampon, cette étape est ensuite suivie d'une seconde étape de concentration, notamment
jusqu'au volume minimal possible, pour atteindre par exemple une concentration de 50 X.

L’étape d’ultrafiltration/diafiltration peut étre suivie ou précédée d’une étape de
chromatographie échangeuse d’anions, ou suivie d’une étape de chromatographie d’exclusion,

selon les modalités décrites en détails ci-dessus.

Selon un mode particulier de réalisation, le procédé de purification est destiné a une
production de virus enveloppés de grade recherche. Dans ce cas, I'é¢tape de chromatographie

échangeuse d'ions peut étre omise (le procédé comprend alors par exemple les étapes (a), (b)
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et (d) décrites ci-dessus). Selon un autre mode de réalisation, le procédé est destiné a la
purification de grades cliniques de virus. Dans ce dernier cas, l'étape de chromatographie
échangeuse d’anions est incluse de préférence. Par ailleurs, I’étape de chromatographie
d’exclusion peut étre suivie d'une étape de filtration stérilisante, notamment au moyen d'une
membrane filtrante, en particulier d'une membrane de seuil de rétention inférieur ou égal a

0,22 pum.

Dans le cadre de la présente invention, le terme "polyol" définit une molécule carbonée
linéaire, cyclique ou bicyclique comprenant entre 3 et 18 atomes de carbone, en particulier
entre 3 et 12 atomes de carbone, substituée par au moins 3-6 groupements hydroxyle, en
particulier 8 groupement hydroxyle. Le polyol peut par exemple étre un monosaccharide
aldose ou kétose, notamment un tétrose, un pentose ou un hexose. On peut notamment citer
les polyols monosaccharides suivants: érythrose, thréose, ribose, arabinose, xylose, lyxose,
allose, altrose, glucose, mannose, gulose, idose, galactose, talose, érythrulose, ribulose,
xylulose, fructose, psicose, sorbose, tagatose. Le polyol peut également étre choisi parmi les
disaccharides ou trisaccharides suivants qui constituent une liste non limitative d'autres
polyols utilisables dans la mise en oeuvre de l'invention: cellobiose, gentiobiose, inulobiose,
isomaltose, isomaltulose, kojibiose, lactose, lactulose, laminaribiose, leucrose, maltose,
maltulose, mélibiose, nigerose, robinose, rutinose, sucrose, sophorose, tréhalose, tréhalulose,
turanose, erlose, fucosyllactose, gentianose, inulotriose, 1-kestose, 6-kestose, maltotriose,
mannotriose, mélézitose, néokestose, panose, raffinose, rhamninose. Dans un mode particulier
de réalisation, le polyol est choisi parmi le raffinose, I’isomaltotriose, le sucrose, le mannitol,
le sorbitol, le tréhalose, le glucose et le glycérol. Dans un mode particulier de réalisation, le
polyol est le sucrose.

La concentration en polyol peut varier dans une large mesure, et peut en particulier étre
différente pour chacun des différents tampons mis en oeuvre au cours de cette étape. La
concentration en polyol peut notamment étre comprise entre 1% et 15% (p/v) notamment
entre 1,5% et 10%, en particulier entre 2% et 8%, plus particulierement entre 2% et 5%. Dans
un mode particulier de réalisation, la concentration en polyol d'un ou plusieurs des tampons
de la chromatographie échangeuse d'anions est de 5% (p/v). Dans un mode particulier de
réalisation, tous les tampons utilisés au cours du procédé de purification comprennent un
polyol, notamment du sucrose, en particulier a 5% (p/v). Ainsi, selon ce mode de réalisation
le procédé peut comprendre une étape de TFF, une étape de chromatographie échangeuse

d'anions et une étape de chromatographie d'exclusion au cours desquelles tous les tampons
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utilisés comprennent un polyol. Dans un autre mode de réalisation, les tampons des étapes de
TFF et de chromatographie échangeuse d'anions comprennent un polyol alors que les tampons
utilisés pour équilibrer et éluer la colonne de chromatographie d'exclusion ne comprennent
pas de polyol, ces tampons correspondant au tampon de formulation dont la composition
dépendra en grande partie de la destination thérapeutique et du mode d'administration du

produit fini.

Dans un autre mode de réalisation, un ou plusieurs des tampons utilisés au cours du procédé
de la présente invention, notamment les tampons utilis€és au cours de
I’ultrafiltration/diafiltration et/ou de la chromatographie échangeuse d’anions, comprennent
un sel de magnésium, notamment du chlorure de magnésium ou du sulfate de magnésium. La
concentration en sel de magnésium, en particulier en chlorure de magnésium ou en sulfate de
magnésium dans chacun des tampons peut, indépendamment pour chaque tampon, étre
comprise entre 0,1 mM et 5 mM, notamment entre 1 et 3 mM, en particulier 2 mM.

Dans un autre mode de réalisation, un ou plusieurs des tampons utilisés au cours du procédé
de la présente invention comprennent du L-His, du L-Met, du L-Cys, du glutathion, ou de
vitamine C en vue d’inactiver des radicaux libres. La concentration en ces composants dans
chacun des tampons peut, indépendamment pour chaque tampon, étre comprise entre 0,1 mM

et 20 mM.

Le procédé de purification selon l'invention peut également comprendre une ou plusieurs
étapes de traitement du ou des €chantillons avec une nucléase, notamment une benzonase. La
nucléase peut étre utilisée avant ou apres chacune des étapes. Dans un mode de réalisation, la
nucléase, en particulier la benzonase, est utilisée dans le milieu de culture des cellules

productrices apres 1'étape de transfection des plasmides.

Selon un mode de réalisation, une ou plusieurs étape(s) de la purification sont réalisées a une
température inférieure a la température ambiante, en particulier a une température comprise
entre 2 et 12°C, plus particulierement entre 4 et 10°C. Selon un mode particulier de

réalisation, une, plusieurs ou toutes les étapes de la purification sont réalisées a environ 4°C.

LEGENDE DES FIGURES
Fig. 1. Deux procédés pour la purification des particules lentivirales LV-GaLV-TR : le

procédé (A) est un procédé simplifié mettant en ccuvre une seule étape de chromatographie
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d’exclusion (filtration sur gel) aprés I’étape de la filtration tangentielle en flux; et le procédé
(B) est un procédé plus élaboré en vue d’obtenir une pureté plus élevée que lors de
I’utilisation du procédé (A) — par exemple en vue de la production des vecteurs pour
utilisation clinique.

Fig. 2. Comparaison des membranes avec une coupure de 500 kDa et de 750 kDa dans
I'¢limination des protéines contaminantes (SDS-PAGE (en haut) et Western Blot anti-p24 (en
bas)). La bande a 24/25 kDa (= p24) est bien visible pour tous les échantillons sur le Western
Blot : 1) marqueurs de taille ; 2) diafiltration (a) (essai 1) & 750 kDa ; 3) diafiltration (b) (essai
2) a 750 kDa ; 4) ultracentrifugation a 68338g pendant 3h (resuspension en milieu de culture
X-vivo 20) ; 5) diafiltration (a) (essat 1) a 500 kDa ; 6) diafiltration (b) (essai 2) a 500 kDa ;
7) surnageant de culture contenant des vecteurs LV-GaLV-TR.

Fig. 3. Effet du NaCl sur la stabilité des vecteurs LV-GaLV-TR codant une GFP stockés a
température ambiante. Les vecteurs sont incubés pendant 4 heures a pH 7.0 (PBS) a
température ambiante (TA). Pour optimiser 1’étape de chromatographie échangeuse d'anions
nous avons testé la stabilité des vecteurs dans un milieu salin NaCl. Pour cela les vecteurs ont
été incubés apres 1’étape d'UF/DF dans des tampons PBS pH 7.0 de concentrations en NaCl
différentes pendant 4h a température ambiante. Ensuite les vecteurs ont été titrés sur des
cellules HCT116. 48 heures plus tard, les cellules sont passées au FACS pour mesurer le
pourcentage d’expression de la GFP.

Fig. 4. Effet du pH et de la salinité du tampon d’élution sur le rendement de purification des
vecteurs lentiviraux infectieux apres une étape de chromatographie échangeuse d'anions. La
préparation de vecteurs a été produite par transfection de cellules HEK293T, clarifiée et
concentrée/diafiltrée par TFF en vue d’étre utilisée pour I’évaluation de différents supports de
chromatographie échangeuse d’anions (faible). Différents supports ont été évalués : Toyopearl
650C DEAE, CIM D (DEAE) et Poros D. Le rendement 100% est équivalent au titre
infectieux apres l'étape précédente de TFF.

Fig. 5. Purification d’une préparation de vecteurs lentiviraux GaLV-TR par chromatographie
d’exclusion (Capto Core 700). Trois ml d’une préparation lentivirale a été
concentrée/diafiltrée et ensuite passée sur une colonne de Capto Core 700 (4.5ml). Un tampon
PBS (pH 7.0), sucrose 5%, MgCl, 2mM a été utilisé au cours de cette étape pour I’équilibrage
de la colonne et la formulation. Des fractions de 1ml ont été récoltées et analysées pour la
concentration en vecteur (TU) : a) Chromatogramme montrant le titre (TU) par fraction, le

cumul de la quantité de vecteur pour les fractions 4-9 et le recouvrement (%) cumulatif pour
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les fractions 4-9; b) Western blot de toutes les fractions; ¢) SDS-PAGE de toutes les
fractions.

Fig. 6. Transduction des cellules CD34+SC (sang du cordon ambilicale) avec un vecteur
HIV-GaLV-TR de MOI 20

Brut: pourcentage de cellules exprimant la GFP déterminé par cytométrie en flux des cellules
CD34+ transduites avec le produit brut HIV-GaL.V-TR,

DF/UF: pourcentage de cellules exprimant la GFP déterminé par cytométrie en flux des
cellules CD34+ transduites avec la préparation de vecteurs HIV-GaLV-TR obtenus apres

purification et concentration par TFF du produit brut.

EXEMPLES

Les travaux rapportés dans la présente demande ont bénéficié d’un financement par
Iintermédiaire du 7™ Programme Cadre de la Communauté Européenne (FP7/2007-2013),

sous le numéro 222878.

Matériel et méthodes

Cellules: les lignées cellulaires HEK293T et HCT116 (cellules cancéreuses colorectales
CCL-247, origine : ATCC) sont cultivées a 37°C, 5% CO; dans du Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Gibco) (DMEM+Glutamax) supplémenté avec 2 a 10% de sérum de veau
feetal (SVF) (Life Technologies). Milieu de culture : DMEM/SVF tamponné a pH 6.0 par
I’ajout d’acide chlorhydrique (HCl 37%, Sigma-Aldrich), puis filtré au moyen d'un filtre
Corning® 1000mL (0.22um PES (polyethersulfone)).

Production des vecteurs viraux:

Les vecteurs viraux dérivés de HIV-1 pseudotypés avec différentes glycoprotéines sont
produits par quadri-transfection transitoire au phosphate de calcium dans des cellules 293T,
par 4 plasmides comme décrit par Merten et al. (2011). 2x10°® cellules 293T sont
ensemencées dans un Hyperflask 1760-cm? (Corning) dans 550ml de DMEM 10% SVF
(Kutner et al. 2009). 24 heures plus tard, le milieu de culture est remplacé par le milieu de
transfection, en combinant dedans le complexe ADN/CaCl,/HBS. Les 4 plasmides : gagpol
(pKLgagpol) 136pg, rev (pKrev) 52.25ug, plasmide transgene (pCCL-eGFP) 206.8ug,
plasmide d’enveloppe approprié a chaque pseudotype : GaLV-TR : pBA.GALV-TR/Ampho-
Kana (Gibbon ape Leukemia Virus) 223ug pour générer des LV-GaLV-TR; VSV-GpMDG
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(Vesicular stomatitis virus-g) 68.13ug pour générer des LV-VSV-g; pFA30 et pHCMH2
(protéines d’enveloppe modifiées du virus de la rougeole) 40ug et 14ug pour générer les LV-
MYV ; quantité suffisante pour 18ml H,O et 8 9ml TEO.1X, mélanger avec 3ml de CaCl,
(2.5M) ensuite rajouter 30ml de HBS2X, attendre la formation du complexe pendant 4 min et
ajouter le mix au milieu de culture. Aprés 16 heures le surnageant est remplacé par le milieu
frais 2% SVF 15U Benzonase (Merck) et 2mM MgCl, (Sigma-Aldrich). La récolte se fait
apreés 48 heures post transfection le surnageant est filtré sur filtre 0.45um en acétate de
cellulose (CA) 1L (Corning).

Les vecteurs rétroviraux MLV-GaLV sont produits par les cellules PG13. Ce sont des cellules
productrices des vecteurs MLV-GaLV (Miller et al. 1991), les cellules sont maintenues dans
du Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco) (DMEM+Glutamax) supplémenté avec 2 a
10% de SVF, a 37°C, 5% CO,. La récolte des vecteurs se fait apres 24 heures de changement
de milieu de culture. Ensuite le surnageant de production est clarifié sur un filtre de 0.45um

en acétate de cellulose (Corning).

Concentration des vecteurs viraux par filtration a flux tangentiel (TFF):

Cette étape consiste a concentrer le surnageant de production puis a remplacer le milieu de
culture par un tampon adéquat pour la suite du procédé.

L’ultrafiltration (UF) est réalisée apres la préparation de la cassette d’UF et la détermination
de la perméabilité normalisée a ’eau NWP a 0,5 bar a 20°C. La membrane est ensuite
équilibrée avec un tampon Bis-Tris pH 6,0 5% sucrose, 2mM MgCl, ou avec d’autres
tampons en vue d’effectuer cette concentration/diafiltration a d’autres pHs (par ex. : PBS, pH
7,0, 5%M , sucrose, 2mM MgCl,). Tout le procédé est réalisé a environ 4°C et le réservoir du

produit a concentrer mis dans un bac a glace.

Principe : Une premiere concentration jusqu’au volume de 20 ml suivie d’une diafiltration
avec 10 volumes de tampon de chargement de chromatographie échangeuse d’ions (dans ce
cas : 10 x 20ml) sont réalisées. Ces étapes sont suivies d’une seconde concentration jusqu’au
volume minimal possible (10 ml dans le cas présent).

Membrane 750 kDa, 410 cm” : « Hollow fiber cartridge » (GE Healthcare, Ref: UFP750-
E3MA) en utilisant le Kros-Flow research I TFF system (Spectrum).

Apres la validation de 'intégrité de la membrane, la concentration des vecteurs commence
avec un volume de départ de S00ml de surnageant brut et est concentré par la membrane de

500ml a 20ml.
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Le produit concentré est diafiltré contre 200ml de Tampon A (en vue de diafiltrer 10 fois
20ml de concentré). Cela représente un facteur de concentration de 25X. Le volume final du

diafiltrat est de 10ml. Dans ce cas le facteur de concentration est de 50X.

Chromatographie échangeuse d’anions :

Dans un premier protocole, I’étape de chromatographie échangeuse d'anions est réalisée en
aval de la TFF. Plusieurs supports de chromatographie sont testés: colonne monolithe CIMD
DEAE, CIMD Q (BIAseparation, Villach, Autriche), volume de la colonne : 1ml ; Sartobind
D 75MA, volume : 2.1ml (Sartorius Stedim Biotech) ; Poros PI, volume de la colonne: 4ml ;
Poros D 50, volume de la colonne: 4ml, Poros HQ, volume de la colonne: 4ml
(LifeTechnologies), Toyopearl 650C DEAE, volume de la colonne: 2ml (Tosoh).

La colonne a tester est connectée a un chromatographe Biologic-LP (Biorad) équipé d’un
lecteur d’absorbance UV 280, d’un conductivimetre, une table tragante (Chart recorder 1327,
Bio-Rad), et d'un collecteur de Fraction (Model 2110, Bio-Rad).

La colonne est équilibrée avec 5 volumes de colonne (5 CV) de tampon A a 2ml/min. Apres
chargement de 1’échantillon sur la colonne, la colonne est lavée avec 5 CV de tampon
d'équilibrage approprié selon le pH souhaité, selon le tableau A). Une €lution en deux étapes
est ensuite réalisée : 0,3M NaCl, 20mM Bis-Tris, 5% sucrose, 2mM MgCl, (pH 6,0) puis
650mM NaCl, 20mM Bis-Tris, 5% sucrose, 2mM MgCl, (pH 6,0) pour éluer les vecteurs.
Trois autres pH sont testés pH 5,5, 7,0 et 8,0 en utilisant les tampons appropriés (incluant, les
tampons tels que Bis-propane, PBS, L-His); en présence (5%) et en absence de sucrose 5% et
de MgCl, (2 mM).

Enfin la fraction est chargée tout de suite sur la colonne de filtration sur gel (chromatographie
d’exclusion) pour éliminer les sels et protéines contaminants €lués avec les vecteurs a 650mM

NaCl.

Dans un second protocole, le surnageant de production clarifié¢ est chargé sur une colonne de

chromatographie =~ échangeuse = d’anion  Poros D sans  étape  préalable

d’ultrafiltration/diafiltration pour évaluer le rendement de la chromatographie dans ces
conditions. Le tampon d’équilibrage utilisé présente un pH de 5,5, et contient 5 % de sucrose

et 2 mM de MgCl,.

Chromatographie d’exclusion :
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C’est I’étape finale avant la filtration stérilisante pour les procédés A et B (figure 1). Cette
étape consiste a €liminer les contaminants ayant une taille inferieure a celle du gel utilisé
(exp: 750kDa, ou bien 500kDa). La colonne Captocore700 a été utilisée pour cette étape. 1l
sagit d'un gel a double fonctionnalité: chromatographie d’exclusion et gel de
chromatographie d’adsorption.

Avant de commencer le chargement, la colonne est sanitisée avec 1M NaOH et équilibrée
avec le tampon de formulation. Le produit UF/DF (procédé A), ou les fractions correspondant
au pic de chromatographie de chromatographie échangeuse d'anions (AXC) (procédé B) est
chargé sur la colonne. 8 ml (UF/DF, ou fraction AXC) sont chargés a un débit de 0.5ml/min.
Ensuite le tampon de formulation est injecté a 0.5ml/min (5 CV de tampon de formulation).
La fraction correspond au pic UV est collectée (environ 16 ml) puis filtrée sur filtre 0.22um

(filtration stérilisante). Les échantillons sont stockés a -80°C.

Titration des vecteurs viraux :

Le titre viral en unités de transduction (TU) des vecteurs ayant le géne rapporteur eGFP, est
analysé par transduction des cellules HCT116. 72 heures post transduction les cellules sont
passées au FACS pour déterminer le titre en TU/ml comme décrit précédemment (Pfeifer et
al. 2009). Pour I’analyse physique des particules virales, le KIT ELISA p24 (PerkinElmer) a
été utilis€ pour la quantification de la protéine de capside des lentivirus p24 selon les

instructions du fournisseur.

Transduction des cellules de sang du cordon ombilical CD34+ :

Les cellules CD34+ sont isolées de sang du cordon ombilical, par sélection
immunomagnétique (Miltenyi Biotec). La culture et la transduction des cellules CD34+ se fait
comme décrit (Charrier et al. 2011) : premi¢rement les cellules sont préstimulées pendant la
nuit dans un milieu X-Vivo 20 (Lonza) et supplémentées avec des cytokines. Les cellules pré-
activées sont ensemencées dans une plaque 48 puits (5°4 cellules/100ul). La transduction se
fait par I’ajout de 100ul de vecteurs (1°6TU) purifié en présence de 8ug/ml de vectofusine-1
(Fenard et al., 2013). Apres 6 heures d’incubation on ajoute 1ml de milieu de différenciation
(X-VIVO-20 complémenté avec 10% sérum, et en présence des Cytokines (hSCF, h-11-3 h-
Flt3 h-11-6) comme décrit (Charrier et al. 2011)) dans chaque puits, et apres 5 jours ’efficacité
de transduction est évaluée par mesure de 1’expression de la GFP par FACS (FC500, BD

Biosciences).
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SDS-page Western Blot :

Les échantillons de culture contenant les vecteurs lentiviraux ou les échantillons purifiés, sont
analysés par SDS-PAGE et par Western Blot afin de détecter la présence des protéines de
capside p24. La révélation des protéines p24 est effectuée suivant la méthode développée par
LI-COR, avec I’appareil Odyssey et le logiciel Odyssey 2.1. L’anticorps primaire utilisé est
un anti-p24 (Santa-Cruz # SC-57823) pour la détection des protéines de capside p24 du VIH.
L’anticorps est utilis€¢ avec une dilution de 1/200¢éme en PBS1X-Tween 0.1% + blocker
Odyssey (1:1). L’anticorps secondaire de chevre utilisé couplé au fluorochrome « Dey 800 »

de Li-COR est dirigé contre les anticorps primaires.

Quantification des protéines résiduelles et de ’ADN résiduel spécifique :

Les protéines totales sont quantifiées par méthode de Bradford (Bio-Rad) avec l'albumine
sérique comme standard. Le test se fait selon les instructions du fournisseur.

ADN résiduel : la quantification de I’ADN résiduel d’origine plasmidique et/ou provenant de
la cellule hote, se fait par PCR quantitative. Les échantillons sont traités a la protéinase K
(Roche) puis I’ADN est extrait en utilisant le systéme MagNA Pure ADN and viral NA small
volume kit (MagNA Pure 96 Roche). Une PCR quantitative en temps réel est ensuite
effectuée, avec des amorces spécifiques pour le géne de la kanamycine afin de détecter I’ADN
résiduel d’origine plasmidique. Pour détecter I’ ADN résiduel de la cellule hote on utilise des
amorces qui ciblent le gene E1A. La quantification absolue est effectuée par rapport a un
plasmide de référence contenant les régions amplifiées par PCR quantitative et dont le

nombre de copie est connu.

Tableau A : tampons utilisés au cours du procédé

Sucrose
(Sigma- | MgCl, (Sigma-
Tampons pH Aldrich) | Aldrich)
L-Histidine 20mM (Sigma-
tampon A | Aldrich) 5,0
Bis-Tris 20mM (Sigma-
tampon B | Aldrich) 5,5
Bis-Tris 20mM (Sigma- 5% W/V 2mM
tampon C | Aldrich) 6
tampon D | PBS (GIBCO®) 7,2
Bis-Propane 20mM (Sigma-
tampon E | Aldrich) 8

Résultats
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Cette invention concerne le développement et 1’établissement d’un nouveau protocole de
purification des vecteurs lentiviraux dérivés de HIV-1 ou d’autres rétrovirus produits par
transfection transitoire ou avec des cellules productrices stables et pseudotypées avec
différentes glycoprotéines d’enveloppe, telles que GaLV-TR, VSV-G, du virus de la rougeole
et des vecteurs y-rétroviraux GalLV produits a partir de cellules stables, telles que les PG13,
en assurant un bon rendement et une bonne qualité de particules virales purifiées. Ce
développement est essentiellement, mais non-exclusivement, bas¢ sur trois techniques de
purification : TFF (filtration a flux tangentielle), chromatographie échangeuse d’anions et

chromatographie d’exclusion. Les différentes combinaisons sont illustrées dans la figure 1

Culture de cellules et clarification:

Ces étapes consistent a produire des vecteurs rétroviraux et lentiviraux en utilisant des
cellules stables telles que les PG13 caractérisées par une production stable et en continu des
vecteurs rétroviraux en culture continue avec un échange de milieu régulier ou des cellules
telles que les HEK293 ou HEK293T qui doivent étre transfectées par 3 ou 4 plasmides
(apportant les fonctions ‘helper’ du lentivirus et la séquence du vecteur recombinant) en vue
de I’induction de la production des vecteurs lentiviraux. La production transitoire est limitée
dans le temps et permet une ou plusieurs récoltes quelques jours apres la transfection. Les
titres en général dépendent de la construction (séquence) du vecteur mais aussi de la protéine
d’enveloppe. Les titres suivants peuvent étre obtenus avec ces systemes de production

(tableau 1).

Tableau 1. Concentrations de vecteurs obtenues avec les différents systéemes de production :

Cellule de production, | Concentration en vecteur | Références
vecteur-pseudotype (TU/ml, gi/ml)

PG13, MLV-GaLV-TR 5% TU/ml Miller et al. 1991
HEK293T, LV (HIV-1) - | 5% TU/ml Sakuma et al. 2010
GaLV-TR

HEK293T, LV (HIV-1) -VSVg | 1-5°7 TU/ml Merten et al. 2011

Avant tout traitement suivant il est possible d'éliminer les débris cellulaires et les agrégats
présents dans le surnageant de la production. Classiquement on utilise un filtre de 0,45 um

(acétate de cellulose). Le rendement de cette étape est de 80 £ 5%. Cependant 'homme du
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métier peut utiliser d’autres membranes ou des cascades de membranes, caractérisées par un

comportement et rendement similaire.

Filtration a flux tangentiel:

La filtration a flux tangentiel comprend deux étapes successives d'ultrafiltration et de
diafiltration (UF/DF). Ces deux <étapes permettent d’éliminer une grande partie des
contaminants dont la taille est inferieure a la taille d’exclusion des pores de la membrane
utilisée. Cette étape UF/DF permet aussi de concentrer les particules virales et de réduire le
volume du produit a purifier. Une membrane de 110cm? avec une taille d’exclusion des pores
de 750 kDa (GE HealthCare) a été utilisée. Avant de commencer I’UF, différentes
concentrations de sucrose (notamment 5% de sucrose (poids/volume)), et différentes
concentrations de MgCl, (notamment 2mM MgCl, (concentration finale)) sont ajoutées au
produit clarifié. Ensuite 1’étape de concentration par UF se fait a un flux de 80ml/mn, 7psig,
Le réservoir de la TFF est placé dans un bac a glace pour assurer une basse température
durant I’'UF/DF. L’étape de diafiltration commence apres avoir réduit le volume de 500ml a
20ml au cours de 1'UF. Pour la DF on utilise 200ml (10 volumes du produit concentré) du
tampon de diafiltration : PBS, 5% sucrose, 2mM MgCl,. A la fin de cette étape on récupére
20ml de produit UF/DF dans un tube Corning 50ml. Le choix du tampon dépend de
I'utilisation de la préparation ou des conditions optimales de 1’étape suivant la
concentration/diafiltration (par ex.: dans ce cas, d’autres tampons peuvent étre utilisés
comme le Bis-Tris (pH 6,0), 5% sucrose 2mM MgCl,) — cf. tableau A. Les échantillons sont
titrés sur des cellules HCT116 comme décrit par Fenard et al. (2013).

Etudes d’optimisation des conditions de concentration/diafiltration :

1. Les particules lentivirales ont un diamétre allant de 80 a 120 nm signifiant que la taille de
pore de membranes utilisables pour la concentration/diafiltration peut aller au max. jusqu’a 50
nm environ (ou 750 kDa). Dans le cadre de cette invention les tailles de coupure de 500 kDa
et de 750 kDa one ¢été évaluées. Les rendements (en TU) ont été les suivants : 64% pour la
membrane 750kDa contre 34% de rendement en TU pour la membrane 500kDa.

La figure 2 présente les gels d’électrophorése (SDS-PAGE et Western Blot) pour les
préparations de vecteurs apres filtration tangentielle en utilisant des membranes avec une
coupure de 500 kDa et de 750 kDa. En plus des rendements plus élevés obtenus lors de
’utilisation des membranes de 750 kDa, il est clair qu'une coupure de 750 kDa a eu un effet

positif (Fig. 2, colonnes 2, 3) par rapport a I’utilisation de la membrane de 500 kDa au niveau
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de I’élimination des protéines contaminantes (Fig. 2, colonnes 5, 6). De plus, le concentré
généré avec la membrane a 750 kDa contient des bandes de protéines beaucoup moins

intenses qu’observées pour le surnageant brut.

2. Etant donné que 1’étape de filtration tangentielle est caractérisée par la génération de
champs de cisaillement conduisant a I’inactivation des particules rétrovirales/lentiviral, il a été
nécessaire d’optimiser cette étape en vue de maintenir la fonctionnalité de ces vecteurs.
L’ajout d'un polyol a différentes concentrations a été évalué en vue de protéger le vecteur

lentiviral des conditions adverses de la filtration tangentielle.

Tableau 2. Rendement de concentration/diafiltration de LV-GaLV-TR en utilisant différentes

concentrations de sucrose.

Rendement % (TU)
0% sucrose 50,83
2% sucrose 30,31
5% sucrose 30,40
10% sucrose 52,37
15% sucrose 63,49

Note : 190 ml de surnageant brut ont ¢t¢ concentrés a 17 ml et plusieurs fois diafiltrés avec du PBS

(pH 7) + différents % de sucrose et 2mM MgCl,.

Ces résultats montrent bien ’intérét d’effectuer la concentration/diafiltration de surnageant
contenant des vecteurs LV-GaLV-TR en présence de sucrose et MgCl,. Les meilleurs
rendements sont obtenus a des concentrations de 2% a 5% en sucrose (Tableau 2).

De plus, I'utilisation d’une concentration modérée en sucrose a 1’avantage que 1’échantillon a
concentrer est moins visqueux car des concentrations élevées en sucrose (10% - 15%)

conduisent a une augmentation de la viscosité.

3. Evaluation du pH et de son effet sur la filtration tangentielle et le rendement en vecteur
fonctionnel :

Dans la demande FR 13 58909 déposée par la présente demanderesse, il a été montré que la
production de vecteurs enveloppés pseudotypés avec différentes protéines d’enveloppe est
augmentée lors de I'utilisation d’un pH 6,0 (jusqu’a 2x). 11 a été décidé d’évaluer I'impact du

choix du pH du surnageant contenant les vecteurs lentiviraux sur I’efficacité¢ de la filtration
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tangentielle. Dans ce contexte, deux différents pH ont été évalués (pH 6 et pH 7) pendant la
concentration/diafiltration des vecteurs lentiviraux pseudotypés GaLV-TR (Tableau 3). La
réduction du pH de 7.0 2 6.0 a conduit a une réduction du rendement d’environ 10% (de
73.6% a 64%). Ce rendement reste toutefois acceptable et il est donc possible d'envisager une

concentration/diafiltration a pH acide.

Tableau 3. Impact du pH du surnageant a concentrer / du tampon de diafiltration sur les rendements

de concentration/diafiltration des vecteurs lentiviraux pseudotypés GaLLV-TR et VSV-g.

Condition de filtration tangentielle Vecteur LV Rendement (%, TU)
PBS, 5% sucrose 2mM MgCl,, pH 7.0 LV-GaLV-TR 73,64
BISTRIS 20Mm, 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH | LV-GaLV-TR 63,99
6.0

4. Identification de la meilleure condition pour la concentration/diafiltration des vecteurs
lentiviraux GaLV-TR :

En ce qui concerne les lentivirus GaLV-TR, la meilleure condition de
concentration/diafiltration (filtration tangentielle) a été la suivante : les vecteurs LV-GalL.V-
TR (1L) sont clarifiés a travers une membrane 0.45 um en acétate de cellulose, en présence de
5% sucrose et 2mM MgCl,, suivi par 1’étape de TFF (cartouche 750kDa, 410cm?) avec
réduction du volume a atteindre de 20ml (50X). Une étape de diafiltration est ensuite réalisée
contre un volume de 200ml de tampon approprié (par exemple : Bis-Tris 20mM pH 6,0, 5%
sucrose et 2mM MgCl, ou PBS pH 7,0, 5% sucrose et 2mM MgCl,).

Le rendement de cette étape pour les vecteurs LV-GaLV-TR est de 86%+5%, pour un volume
de départ de 550ml du produit brut. Le volume du produit concentré est de 15ml avec un

facteur de concentration de 36,6X et I’élimination des contaminants atteint plus de 90%.

5. Evaluation des conditions établies de filtration tangentielle pour la concentration/
diafiltration d’autres vecteurs rétroviraux et lentiviraux pseudotypés avec différentes protéines
d’enveloppe :

Dans la littérature scientifique différentes protéines d’enveloppe ont été évaluées en vue

d’étudier et améliorer le tropisme des vecteurs rétroviraux et lentiviraux. Dans ce contexte, les
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conditions établies pour la concentration/diafiltration des vecteurs lentiviraux GaLV-TR ont
été évaluées pour la concentration/diafiltration de vecteurs rétroviraux et lentiviraux
pseudotypés avec différentes protéines d’enveloppe (Tableau 4). Les résultats obtenus avec

les vecteurs lentiviraux pseudotypés GaLV-TR sont indiqués comme référence.

Tableau 4. Concentration/diafiltration des vecteurs rétroviraux pseudotypés avec différentes protéines

d’enveloppe :

Condition de filtration tangentielle Vecteur rétroviral | Rendement % (TU)
BISTRIS, 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH 6,0 | MLV-GaLV (PG13) 942

PBS, 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH 7,0 LV-GaLV-TR 73,64
BISTRIS, 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH 6,0 | LV-GaLV-TR 63,99
Bis-Tris 5% sucrose 2mM MgCI2 pH 6,0 | LV-MV-CMHII 61,22

PBS, 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH 7,0 LV-MV-CMHII 65,67

PBS 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH 7.0 LV-VSV-¢g 107
BISTRIS, 5% sucrose, 2mM MgCl,, pH 6,0 | LV-VSV-g 104

Note : MLV-GalLV : retrovirus murin pseudotypé GalLV ; LV-GaLV-TR : lentivirus pseudotypé
GaLV-TR ; LV-MYV : lentivirus pseudotypé avec I’env du virus de la rougeole (modifée CMHII) ; LV-
VSV-g : lentivirus pseudotypé VSV-g

Les résultats présentés dans le Tableau 4 montrent que tous les vecteurs rétroviraux ou
lentiviraux pseudotypés avec différentes protéines d’enveloppe peuvent étre concentrés en
présence de sucrose et de MgCl, a un pH 7,0 conduisant a des rendements allant d’environ 74
% pour LV-GaLV-TR a environ 100% pour le VSVg. En ce qui concerne ’utilisation d'un pH
de 6,0 aucune différence n’a été observée pour les vecteurs pseudotypés VSVg.

En ce qui concerne les vecteurs lentiviraux pseudotypés GalLV-TR, ces vecteurs se sont

avérés plus stables a pH 7,0 lors de la filtration tangentielle. Le rendement de
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concentration/diafiltration a été supérieur a 90%, tandis que le rendement a été autour de 74%

pour les vecteurs lentiviraux GaLV-TR.

Chromatographie échangeuse d'anions:

L'étape de concentration/diafiltration par filtration a flux tangentiel a considérablement réduit
la charge en protéines et ADN (voir ci-dessus) signifiant qu’une partie importante de
contaminants qui pourraient étre des compétiteurs des vecteurs a purifier pour I'accés aux
ligands de la chromatographie est diminuée. En principe, selon I’utilisation ultérieure on peut
imaginer deux manieres différentes d'envisager la purification. Elles sont présentées sur la
Fig. 1 : un procédé simplifié mettant en ceuvre une seule étape de chromatographie
d'exclusion (A sur la fig. 1) et un procédé plus élaboré mettant en ceuvre une étape
supplémentaire de chromatographie échangeuse d'anions en vue de la préparation de vecteurs

lentiviraux pour utilisation clinique (B en fig. 1).

Les différentes possibilités de chromatographie sont développées par la suite :

Juste apres 1’étape de la TFF UF/DF et afin de diminuer les contaminants et bien séparer les
particules virales une étape de chromatographie échangeuse d’anions est ajoutée. Cette
technique permet de séparer les biomolécules selon leurs points isoélectriques en fonction du
pH et de la concentration en sels. Donc, a une valeur de pH donnée, une certaine
concentration en sels (souvent NaCl) est requise en vue de décrocher les biomolécules
retenues et cette concentration doit étre choisie selon la force d’interaction entre les
biomolécules et les ligands : plus cette interaction est élevée plus la concentration en sels
(salinité) doit étre élevée. De plus, plus le pH du tampon de chromatographie est pres du point
isoélectrique de l’espece de biomolécules a purifier, moins de sel est nécessaire pour
décrocher les biomolécules des ligands chromatographiques. Cependant il est connu que les
vecteurs rétroviraux et lentiviraux perdent rapidement leur pouvoir infectieux en fonction de
la concentration en sel (revue par Segura et al. 2006). Donc, dans un premier temps, la

stabilité des vecteurs lentiviraux envers différentes concentrations de NaCl a été évaluée.

1. Impact de la salinité sur la stabilité des vecteurs lentiviraux GaLV-TR :

Comme indiqué plus haut, I’élution des biomolécules retenues par une colonne de
chromatographie se fait trés souvent avec des gradients de sel (des tampons contenant du
NaCl) ou une étape d’augmentation de la concentration en sel (NaCl). Donc, en vue d’évaluer

I’effet de la concentration en NaCl, des tests d’incubation de vecteurs lentiviraux post-TFF
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ont été réalisés dans différentes concentrations en NaCl allant de 50mM a 1500mM, a
température ambiante durant 4h. La fig. 3 représente 1’infectivité des vecteurs lentiviraux a
température ambiante en fonction de la concentration en NaCl par rapport aux conditions sans
NaCl ajouté ou la méme préparation de vecteurs incubée a 4°C sans NaCl ajouté. Ce test
montre clairement qu'une concentration de NaCl comprise entre SOmM et 1M a un effet
modérément néfaste sur la stabilité des vecteurs lentiviraux GaLV-TR avec une perte de
I’infectivité allant de 29,52% (50mM NaCl) a 43,86% (1M NaCl) (pourcentage par rapport a
la préparation stockée a 4°C). Par contre, la concentration de 1,5M de NaCl conduit a une
perte de 63,8% de I'infectivité lorsque la préparation de vecteurs est stockée a température
ambiante durant 4h. Il est a noter que le stockage a 20°C (température ambiante) durant 4h
sans NaCl ajouté conduit également a une certaine perte de l’infectivité des vecteurs
d’environ 23% par rapport au stockage a 4°C.

Ces résultats signifient qu’il est indispensable d’éluer les vecteurs lentiviraux GaLV-TR des
supports chromatographiques avec une salinité la moins élevée possible, donc idéalement en
dessous de IM de NaCl en vue de maintenir 'infectivité au maximum. De plus, il est
également préférable d’effectuer la totalité de la purification (toutes les étapes) a une

température réduite (idéalement entre 4°C et 10°C).

2. Evaluation de différents supports de chromatographie échangeuse d’anions (AEX) :

Nous avons utilisé des supports de chromatographie par échange d’anions faible (DEAD (D))
afin de déterminer s’il était possible de limiter I’inactivation des vecteurs avec ce type de
support, en particulier en tentant de diminuer la concentration de sel nécessaire pour
décrocher lesdits vecteurs de la colonne de chromatographie. Dans des tests préliminaires
utilisant un surnageant concentré en provenance de cultures de cellules PG13 (MLV-GaLV) il
a ¢té possible de montrer que 1’utilisation d’un support chromatographique a base DEAE
(Tosoh TSK gel DEAE 5PW) conduit a un rendement en vecteur infectieux de 71% environ
rendement plus élevé que lors de 1’ utilisation d’un échangeur fort (Q Sepharose FF de GE
HealthCare) dont le rendement a ¢t¢ de seulement 16%, di a l’interaction trop forte
conduisant a une inactivation lors de I’élution. Dans cet exemple, la concentration de sel
nécessaire pour décrocher les vecteurs rétroviraux a été de 655 mM et 915 mM,
respectivement.

En se basant sur ces résultats, des échangeurs d’anions faibles ont été choisis pour la suite du

développement : plusieurs supports de chromatographie ont été évalués : Monolithe CIM D
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(DEAE), Poros D50 (Life Technologies), Sartobind D (Sartorius) (Bandeira et al. 2012).
Toyopearl 650C DEAE (Merten et al. 2011).

Comme tests préliminaires, trois supports ont été évalués en vue de la purification des
vecteurs lentiviraux GaLV-TR a un pH 5,5 ou 6,0 et 7,0. Pour tous les supports testés a un pH
5,5 0u 6,0 et 7,0, le choix du pH faible (5,5 ou 6,0) a été bénéfique au niveau de rendement en
vecteur infectieux : en ce qui concerne le support CIM D DEAE le rendement a été augmenté
de 23% (pH 7,0) a 64% (pH 6,0) lors de la réduction du pH des tampons utilisés pour la
chromatographie de 7,0 a 6,0 (fig. 4). Des résultats similaires ont été observés pour les
supports Sartobind 75D (augmentation du rendement de 5,8% a 15,6%) et Poros D
(augmentation du rendement de 32% (pH 7,0) a 80.2% (pH 6,0) et environ 100% (pH 5,5)), et
pour le gel Toyopearl 650C (augmentation du rendement de 23% (pH 7,0) a 89% (pH 5,5))
(fig. 4). De plus, en vue de décrocher les vecteurs des supports, la salinité¢ du tampon d’élution
a pu étre plus faible lors de chromatographie a pH 6,0 (donc, plus doux pour les vecteurs
lentiviraux). En ce qui concerne le support Poros D utilisé a pH 6,0, I’élution des vecteurs se
fait a 650mM NaCl, (voir plus bas). En termes d’efficacité générale, les supports ‘modernes’
(développés plus récemment, générant des forces de cisaillement réduites (essentiellement
dues a la porosité plus importante que pour les autres supports) pendant la chromatographie et
caractérisés par I’incompressibilité du support lors de la modification du débit du tampon,
comme le monolithe CIM D DEAE ou Poros D) ont montré des rendements supérieurs aux
rendements des supports a membrane (Sartobind 75D) ou des supports a base de gel
compressible (Toyopearl 650C).

Finalement le choix s'est porté sur les supports récents car leur efficacité de séparation et de
recouvrement en vecteurs a €té supérieure par rapport aux supports plus classiques. Ces deux
supports ont donc été plus largement évalués et leur utilisation a été optimisée en vue de la
purification de vecteurs lentiviraux. Les deux supports, CIM D DEAE et Poros D, présentent
un rendement intéressant supérieur a 60%. L’élution se fait a 650mM NaCl, Bis-Tris 5%
sucrose 2mM MgCl, pH 6,0. Une augmentation du pH du tampon d’élution a 7,0 (PBS)
entraine une chute du rendement a une valeur inférieure a 7%, mais 1’ajout de sucrose 5% au
PBS entraine une augmentation signification d'environ 7% a 40%. Il est toutefois dans ce cas
nécessaire d'utiliser une concentration en NaCl supérieure a IM. En effet il a été constaté qu’a
pH 7,0 pour I’élution des vecteurs (tampon sans sucrose ajouté) il faudra environ 1,5M NaCl
dans du PBS, ce qui est probablement I’explication du faible rendement. L’effet négatif de la

concentration des sels sur la stabilité des particules virales est connu (Segura et al. 2005).
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3. Evaluation de différentes valeurs de pH sur 1’efficacité de chromatographie en utilisant le
support Poros D :

Le pH a été varié dans une fourchette de 5,5 a 8,0 en présence et absence de 5% de sucrose.
La présence de sucrose a 5% a un effet positif au niveau du rendement pendant I’étape de la
chromatographie échangeuse d’anions lorsque le pH est supérieur a 5,5 (exemple : Poros D)
(Tableau 5). L'effet positif de la présence de sucrose sur le rendement n'est plus observé a pH
5,5. Par contre, la présence de sucrose est indispensable a un pH 8,0 en vue de récupérer
environ 58% de vecteurs infectieux. Tandis que lors de 1’utilisation de pH allant de 6,0 a 7,0,
le rendement est entre 52 et 65%, le meilleur rendement (environ 100%) est obtenu a un pH
de 5.,5.

De maniere générale, la présence de sucrose a 5% conduit a une réduction de la salinité
nécessaire a [’initiation de I’élution du vecteur lentiviral avec une diminution de la

concentration en NaCl nécessaire d'environ 25mM.

Tableau 5. Comparaison des rendements de LV-GaLV-TR par chromatographie sur Poros D en

utilisant des tampons de différents pHs (5,5 — 8,0) en présence ou absence de sucrose.

Avec/sans | Rendement
sucrose en TU %

pH3.5 5% sucrose 105,98
(Bis-Tris) 0%sucrose 101,33
pH 6.0 5% sucrose 52,32
(Bis-Tris) 0%sucrose 29.29
pH 7.0 5% sucrose 65,52
(PBS) 0%sucrose 10
pH 8.0 5% sucrose 57,76
(Bis-Tris- 0%sucrose 0
propanc)

4. Evaluation d’un protocole alternatif comprenant une chromatographie échangeuse d’anions
comme premiére étape :

Nous avons évalué le rendement obtenu lors de 1’application d’une étape de chromatographie
échangeuse d’anions immédiatement apres 1’étape de clarification. Dans ces conditions, le
rendement observé est plus faible que lorsqu’une étape d’ultrafiltration/diafiltration est mise
en oeuvre entre la clarification et la chromatographie échangeuse d’anions. Ce dernier

protocole a donc été sélectionné pour la suite de la purification.
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Chromatographie d’exclusion:

La chromatographie d’exclusion est une méthode de choix pour la séparation des
biomolécules selon leur taille moléculaire permettant ainsi de séparer les particules des
contaminants.

Le gel de filtration Capto Core 700 (GE HealthCare) a été utilisé, mais d'autres supports
peuvent étre envisagés. Cette étape nous permet de remplacer le tampon de 1'étape précédente
par le tampon de formulation voulu, d’éliminer les molécules contaminantes de taille
inférieure & 750 kDa et d’éviter la dilution de 1’échantillon a charger. Cette étape de
chromatographie peut étre directement utilisée apres la filtration a flux tangentiel
(concentration/diafiltration — procédé A) ou aprés une étape de chromatographie par
échangeur d’ion — procédé B) (Fig. 1). L’échantillon issu de la filtration a flux tangentiel ou
I’échantillon issu des fractions de la chromatographie échangeuse d’anions contenant les
vecteurs lentiviraux est chargé sur la colonne de chromatographie d'exclusion. Dans les deux
cas le rendement de cette étape est de 86% +4, selon les fractions retenues pour utilisation
ultérieure.

La fig. 5 présente la purification des vecteurs lentiviraux (concentrés et diafiltrés par filtration
a flux tangentiel) par filtration sur gel (Capto Core 700). Le pic d’élution du vecteur se trouve
au front de passage du tampon et sort de la colonne au niveau des fractions 4-9, recouvrant
environ 70% de la quantité des vecteurs initialement chargés sur la colonne (Fig. 5a). La fig.
5B et 5C représentent I’analyse de chaque fraction par électrophorese (Western Blot, SDS-
PAGE) indiquant clairement I’absence des bandes contaminants (fig. 5c) et la présence de la

bande a 24-25 kDa correspondant a la protéine p24 de la capside du vecteur lentiviral.

Rendements et puretés :

Les paramétres les plus importants concernent le rendement global ainsi que la pureté de la
préparation de vecteurs lentiviraux au niveau de la réduction de charge en protéines
contaminantes et en ADN contaminant.

En ce qui concerne le protocole B (comportant une TFF, une chromatographie échangeuse
d'anions (AEX) et une chromatographie d'exclusion (SEC)) (Fig. 1) destin€ a la purification
des vecteurs lentiviraux a utilisation clinique, le rendement est environ 50% et ce protocole
permet 1'élimination 99,9% de protéines contaminants et 99,9 %, d’ADN contaminant.

Le protocole A (comportant une TFF et une chromatographie d'exclusion (SEC)) (Fig. 1)

destiné a la purification des vecteurs lentiviraux a utilisation en recherche est plus simple, car
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dépourvu de 1’étape de chromatographie échangeuse d’ions. Le rendement global est plus
élevé en raison de la réduction du nombre d'étapes de purification et atteint 60,2%,
I’élimination des contaminants ADN résiduel de ce protocole simplifié est de 1’ordre de

96,17% et on observe une réduction des protéines contaminants de 99,63%.

Exemples pratiques de transduction de cellules cibles :

Transduction des cellules CD34+ :

Pour déterminer la qualité des vecteurs purifiés, des cellules CD34+ de sang de cordon sont
transduites. Les cellules sont décongelées, aprés 18 heures de pré-stimulation par des
cytokines. La transduction se fait pendant 6 heures. Ensuite, les cellules sont mises dans un
milieu de différenciation pendant 5 jours. Les cellules sont ensuite passées au FACS FC500
(BD Biosciences) pour mesurer le pourcentage d’expression de la GFP. Les résultats suivants
sont typiquement obtenus (fig. 6) : la purification par concentration/diafiltration des vecteurs
lentiviraux (GaLV-TR) conduit a une augmentation de I’ efficacité de transduction des cellules
CD34+ (exprimée en pourcentage de cellules exprimant la GFP) allant de 9% lors de
’utilisation d’un surnageant brute a 70% pour I’utilisation d’une préparation de vecteurs LV

concentré/diafiltré.
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REVENDICATIONS

1. Procédé pour la purification d'un virus enveloppé, comprenant une étape de
chromatographie échangeuse d'anions, les ‘tampons utilisés au cours de ladite
chromatographie étant

- de pH inférieur a 6, ou

- de pH supérieur ou €gal 4 6 et comprenant en outre un polyol.

2. Procédé selon la revendication 1, le ou les tampon(s) de la chromatographie échangeuse

d'anions étant de pH inférieur & 6 et comprenant également un polyol.

3. Procédé selon la revendication 1, le pH des tampons étant compris entre 5,5 et 6, le pH

étant plus particuliérement égal a 5,5 ou 6.

4. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes, 1'étape de chromatographie
échangeuse d'anions étant précédée d'une étape d'ultrafiltration/diafiltration, en particulier une

filtration & flux tangentiel.

5. Procédé¢ selon la revendication 4, I’étape d’ultrafiltration/diafiltration comprenant
Putilisation d’un ou plusieurs tampons de pH compris entre 5,5 et 7,5 comprenant

éventuellement un polyol.

6. Procédé selon 1'une quelconque des revendications précédentes, pour la puriﬁcationvd'un
virus enveloppé & partir du milieu de culture d'une culture cellulaire de cellules productrices
dudit virus enveloppé, le procédé comprenant:

(a) la clarification du milieu de culture cellulaire;

(b) une étape d'ultrafiltration/diafiltration des virus clarifiés;

(c) une chromatographie échangeuse d'anions;

(d) une chromato graphie dexclusion.

7. Procédé selor la revendication 6, I'étape (a) étant réalisée par filtration du milieu de culture

sur un filtre de rétention dont le seuil de rétention est compris entre 0,2 et 0,45 pm.
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8. Procédé selon la revendication 6 ou 7, 1'étape (b) étant réalisée au moyen d'une filtration 2

flux tangentiel.

9. Procédé selon 'une quelconque des revendications 6 a 8, I'étape (d) comprenant T'utilisation

d'une résine d'exclusion présentant une taille d'exclusion comprise entre 300 et 1000 kDa.

10. Procédé selon l'une quelconque des revendications 6 & 9, la résine utilisée pour la
chromatographie d'exclusion étant multimodale, présentant une double fonctionnalité

d'exclusion et d’adSO(ption.

11. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 & 10, les virus purifiés étant produits
en milieu neutre ou en milien modérément acide, en particulier & un pH compris entre pH 6 et
pH 7.

12. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 & 11, le polyol étant choisi parmi le

sucrose, le mannitol, le sorbitol et le tréhalose.

13. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes, le polyol étant présent
dans le tampon & une concentration comprise entre 1,5 % et 15 % en poids dans le tampon, en

particulier entre 2 % et 5 %, plus particuliérement a 5 %.

14. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 & 13, le polyol étant présent dans les
tampons utilisés au cours d'une filtration a flux tangentiel et d'une chromatographie

échangeuse d'anions.

15. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes, le polyol étant présent

dans les tampons a toutes les étapes du procédé de purification.

16. Procedé selon l'une quelconque des revendications précédentes, les tampons utilisés au
cours dudit procédé comprenant également un sel de magnésium, notamment du chlorure de
magnésium, notamment a une concentration comprise entre 0,1 mM et 5 mM, en particulier

entre 1 et 3 mM, plus particuliérement & 2 mM.
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17. Procédé selon l'une quelconque des revendications précédentes, pour la purification d'un
virus enveloppé, notamment un rétrovirus, en particulier un lentivirus, pseudotypé avec la

glycoprotéine d'enveloppe GaLV, GaLV-TR, VSV-g ou MV.

18. Procédé selon 1'une quelconque des revendications 1 3 10 et 14 a 17, dans lequel la
chromatographie échangeuse d’anions est une chromatographie échangeuse d’anions faible

et/ou une chromatographie échangeuse d’anions sur colonne.
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