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(54) Titre: PROCEDE DE PURIFICATION DE VIRUS PAR CHROMATOGRAPHIE

(57) Abstract

A method for purifying viruses from a cell line culture by chromatography, comprising an anton exchange chromatography step

suitable for producing viruses for use in vaccines.

followed by a cation exchange chromatography step and optionally a metal-binding affinity chromatography step. The method is particularly l

(57) Abrégé

L’invention a pour objet un procédé de purification par chromatographie de virus obtenus par culture sur lignées cellulaires. Le procédé
consiste 2 effectuer successivement une étape de chromatographie échangeuse d’anions puis une étape de chromatographie échangeuse de |
cations, ainsi qu’éventuecllement une étape de chromatographie d’affinit€s par chélation métallique. Le procédé€ est particuliérement bien

adapté 2 1’obtention de virus pour la fabrication de vaccins.
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PROCEDE DE PURIFICATION DE VIRUS PAR CHROMATOGRAPHIE

L'invention concerne le domaine de la purification de virus, et plus particulierement

la purification de virus obtenus par cultures sur lignees cellulaires.

Les récoltes de virus obtenus a partir de cultures sur lignees cellulaires telles que
les cellules Vero, contiennent non seulement les virus désirés mais aussi des
protéines et de I'ADN provenant des cellules de culture. Or, lorsque les virus sont

destinés a certains usages, tels que la fabrication de vaccins, il est indispensable

qu'ils soien-t--_lé’plus purs possiblé. En effet, il existe des normes limitant & 100.10-12
g/dose vacbinél_e_ la quantite maximale autorisee dADN cellulaire dans les vaccins
comprena'nt des produits obtenus & partir de lignées cellulaires continues et

hétéroploides.

On connait: dans 'art antérieur des procedes de purification de virus. Ainsi, le
brevet US 4‘ 664 912 divngUe notamment un procedé de purification de virus de |la
rage par céntrifugation de zone dans un gradient de sucrose. Un tel procede
presente ,Cépendant 'inconvénient d'étre difficilement automatisable; en outre, |l
nécessite une étape d'inactivation prealable qui peut entrainer entre le virus et
'ADN cellulaire des interactions rendant ensuite plus difficile I'étape d'élimination de
cet ADN. ' ‘

Cette référen_cé divulgue également un procédé de purification associant une étape
de filtration sur gel et une étape de chromatographie echangeuse d'ions. Un tel
procede de purification ne permet cependant pas d'obtenir une élimination

maximale de I'ADN cellulaire.

Un but de linvention est donc de proposer un nouveau procedeé de purification de

virus a trées haut rendement et facilement automatisable.
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Un autre but de linvention est de proposer un procéde de purification permettant

d'obtenir des virus entiers, non dégrades.

Pour atteindre ces buts, l'invention a pour objet un procédé de purification de virus
obtenus a partir d'une culture sur lignée cellulaire, consistant a séparer par
chromatographie echangeuse d'ions les virus des protéines et ADN cellulaires
provenant de la culture, caractérisé en ce qu'il comprend au moins une étape de
chromatographie éechangeuse d'anions et une étape de chromatographie
échangeuse de cations, et en ce que lesdites étapes sont réalisé séparément l'une

de l'autre, I'une des etapes s'effectuant avant l'autre.

Selon une caracteristique particuliere du procédé selon l'invention, I'étape de
chromatographie echangeuse de cations est effectuée aprés I|'étape de
chromatographie échangeuse d'anions. On obtient ainsi des rendements

d'épuration optimises par rapport a l'inversion de l'ordre des étapes.

Selon un mode particulier de réalisation, le procédé selon l'invention comprend en
outre une etape de chromatographie d'affinité par chélation métallique. Ainsi, les

quantites d'ADN résiduel sont vraiment réduites au maximum.

Selon un autre mode préféré de réalisation, le procédé selon l'invention consiste en
outre a effectuer toutes les étapes de chromatographie a la méme valeur de pH. [i
est ainsi possible d'automatiser facilement le procédé et d'en réduire notablement
les couts, tout en maintenant son efficacité.

L'invention sera mieux comprise a la lecture de la description détaillée qui va

suivre.

Les virus a purifier selon le procédé de l'invention sont des virus obtenus grace a
des lignees cellulaires, notamment des lignées cellulaires continues et



10

20

CA 02226312 2008-11-07

3

hétéroploides et qui sont donc susceptibles d'étre associes a des ADN cellulaires. |
peut s'agir notamment de virus rabiques, de virus de l'encephalite japonaise ou
encore de virus de la grippe. Ces virus a purifier peuvent avoir ete obtenus par
culture sur cellules Vero sur microsupports. |l s'agit par exemple du virus rab‘ique

obtenu par culture ainsi que cela est decrit dans le brevet US 4 664 912.

La recolte de virus est filtree puis traitee, selon l'invention, par chromatographie

echangeuse d'anions et par chromatographie echangeuse de cations.

La chromatographie = échangeuse d'anions peut étre une chromatographie
echangeuse d'anions faibles réalisée par exemple au moyen de gel comportant le
radical diethylaminoéthyl: gel DEAE Spherodex® commercialisé par SEPRACOR,
gel DEAE Sepharose® commercialise par PHARMACIA, gel EMD DEAE*
commercialise par E. MERCK. On préfere. bien que cela ne soit pas habituel pour
I'eélimination d'acides nucléiques, utiliser un échangeur d'anions forts tels que un
des gels suivants: gel High Q* commercialisé par BIO-RAD, gel Q Sepharose*
commercialisé par PHARMACIA, gel EMD TMAE* commercialisé par E. MERCK.

Tous ces gels peuvent étre utilisés en tampon TRIS* ou en tampon phosphate. De
fagcon avantageuse on utilise un gel qui permet une grande disponibilité du
groupement cationique, tel que cela est le cas dans 'EMD TMAE* de E. MERCK
qui posséede des chaines de 15 a 25 unités de monomére suivant: |

CH2=CHCONH(CH2)oN*(CH3)3

De méme, selon le procéde de l'invention, I'étape de chromatographie échangeuse

de cations est de préférence réalisée au moyen d'un gel permettant une grande

* (marques de commerce)
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accessibilit¢ du groupement anionique, tel que cela est le cas dans 'EMD SO3”

commercialité par E. MERCK, qui possede des chaines de 15 a 25 unités du

monomere suivant:
CHo=CHCONH-C(CH3)2CH2S0O3"

Ce gel peut également étre equilibré au moyen de tampon TRIS*™ ou de tampon

phosphate.

Selon un mode préféré de linvention, on procede a la chromatographie
échangeuse d'anions préalablement a la chromatographie échangeuse de cations,
'éluat de la premiere chromatographie étant, apres dilution éventuelle, introduit
directement dans la seconde colonne de chromatographie. Cet ordre d'opération

permet d'obtenir une optimisation de l'elimination de 'ADN cellulaire.

La suspension de virus obtenue par elution de la colonne de chromatographie
échangeuse de cations présente un degré de pureté déja satisfaisant vis-a-vis des

normes établies pour l'utilisation des virus dans la fabrication des vaccins.

Cependant, selon un mode préféeré de linvention, on adjoint au procédé de

purification décrit ci-dessus une étape supplémentaire de chromatographie d'affinité

par chélation métallique, en utilisant par exemple l'ion CaZ* comme ion metallique.
Cette chromatographie peut étre realisée en utilisant comme support de chélation

un gel d'agarose, tel que le gel chelating Sepharose® FF commercialisé par

PHARMACIA, qui possede la structure suivante:

(/)H PI—I /CHz-COOH
(Sepharose 6FF)-O-CH,-CH-CH,-O-(CH,),-O-CH,-CH-CH,-N

\CHI-COOH

* (marque de commerce)
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Selon le procédé de l'invention, cette étape de chélation est réalisée en ligne avec
les 2 étapes précédentes de chromatographie échangeuse d'ions, l'eluat de
I'échangeur de cations étant introduit directement dans l|a colonne de

chromatographie de chélation.

Lors de cette étape, I'ADN cellulaire reste fixe alors que le virus traverse le gel sans

étre retenu.

Cette étape additionnelle permet de fixer encore au moins la moitié de I'ADN
résiduel qui est certes déja en tres faible quantité mais qui est en revanche, a ce

stade, trés difficile a éliminer.

La suspension de virus ainsi purifiee est diluee par un stabilisant puis inactivée
selon toute méthode connue dans l'art anterieur, par exemple a la Bpropiolactone,
avant d'étre concentree et lyophilisee, pour étre ensuite melangée aux autres

récoltes issues de la meme culture de cellules VERO et qui vont constituer un

méme lot de fabrication.

Les vaccins fabriqués a partir de tels virus ont &té injectés a I'nomme et ont été tres
bien tolerés. On a, en outre, verifie leur activite protectrice chez I'animal grace a un

test effectué chez la souris dont les résultats ont ete positifs.

De facon surprenante et tres avantageuse, selon linvention, il est possible de
realiser I'ensemble de la purification a température ambiante en ligne et toujours au
méme pH, ce qui rend le procéde simple, facilement automatisable et sar; il est

notamment possible de réaliser I'ensemble du procédé dans de bonnes conditions

de stérilité.
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Grace a ce procédé de purification, on obtient des virus entiers, non dégradés dont
les spicules sont visibles en microscopie électronique, avec un tres haut degré de

purete.

Exemple 1

On prépare une colonne de chromatographie échangeuse d'anions en introduisant
dans une colonne du gel EMD TMAE™ commercialisé par E. MERCK dans laquelle
on fait tout d'abord passer de la soude NaOH 1M dans un but de désinfection. La
colonne est ensuite équilibrée en tampon TRIS* 20mM a pH 7,5.

On prepare une colonne de chromatographie échangeuse de cations en

introduisant dans une colonne du gel EMS SO3* commercialisé par E. MERCK,

dans laquelle on fait egalement passer de la soude 1M puis du tampon TRIS*
20mM a pH 7,5.

On prépare une colonne de chromatographie d'affinité par chélation métallique en
introduisant dans une colonne du gel chelating Sepharose® FF commercialisé par
PHARMACIA dans laquelle on fait passer de la soude 1M puis de I'eau, avant de la

charger en CaClo a 3 g/l; on rince ensuite a 'eau puis on fait passer du tampon

TRIS* 20mM NaCl 0,5M apH 7,5.

Exemple 2

On filtre une récolte de virus rabiques cultivés sur cellules VERO grace a une
membrane dont le seuil de coupure est de 0,65 pm puis une membrane dont le
seuil de coupure est de 0,45 uym.

Cette récolte est constituée par une suspension de virus dans du milieu de culture
comprenant egalement de I'ADN cellulaire ainsi que des protéines provenant a la

* (marques de commerce)
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fois des cellules VERO et du milieu de culture. La récolte brute filtrée est passée au
travers de la colonne de chromatographie echangeuse d'anions preparee selon ce
qui est décrit a l'exemple 1. La partie non fixee, contenant des protéines et de
I'ADN est recueillie en sortie de [a colonne a des fins de dosage. On rince la
colonne par du tampon TRIS* 20mM NaCl 0,1 M a pH 7,5 puis on élue les virus qui
se sont fixés en faisant passer dans la colonne du tampon TRIS* 20 mM NaCl 0,4
M a pH 7,5 jusqu'a ce que le pic caracteristique des virus soit passeé. L'eéluat de |a
premiere colonne est dilué au 1/4 en ligne par du tampon TRIS* 20mM a pH 7,5
avant d'étre introduit dans la colonne de chromatographie échangeuse de cations

preparee selon {'exemple 1.

La partie non fixée de cette seconde colonne est recueillie a des fins de dosage.
Lorsque tout I'éluat de la premiere colonne contenant du virus est passeé au travers
de la seconde colonne, On la rince avec du tampon TRIS* 20mM NacCl 0,1 M a pH
7,5 puis on procede a I'élution des virus fixés en faisant passer du tampon TRIS*

20mM NaCl 0,5M a pH 7,5 jusqu'a ce que le pic caractéristique des virus soit
passe.

L'éluat de cette seconde colonne est introduit directement, sans dilution, da'ns la

colonne de chromatographie d'affinité par chélation métallique préparée selon

'exemple 1. Cette fois, 'ADN se complexe aux ions Ca™t présents dans la colonne

alors que le virus traverse la colonne et est recueilli en sortie pour étre associé a un

stabilisant et inactivé. L'ADN complexé aux jons Ca*t est élue par passage dans la
colonne d'une solution EDTA 50mM.

Les colonnes de chromatographie échangeuses d'ions sont régénérées par
passage de tampon TRIS* 20mM NaCl 1M a pH 7,5 et désinfectées par de la
soude 1M, avant d'étre utilisées pour I'épuration des autres récoltes provenant de |a
méme culture qui vont toutes étre réunies pour constituer un seul lot de fabrication.

* (marques de commerce)
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Exemple 3

On dose pour chaque recolte, apres chaque etape de chromatographie, les
quantites de protéines et d'/ADN cellulaires epurees.

L es protéines totales sont dosees grace a la methode de Lowry et I'ADN total au
moyen de l'appareil THRESHOLD* de MOLECULAR DEVICE.

Les résultats obtenus en faisant une moyenne des rendements par étapes pour chaque
récolte de la culture, exprimés en pourcentage résiduel pour chacune des étapes du

procédé d'épuration, sont les suivants :

10 Rendement (%) ADN total \

Colonne échangeuse d'anions

Colonne échangeuse de cations

Colonne d'affinité par chélation

Imeétallique

Globalement, grace au procédé d'épuration selon I'invention, il ne reste plus que

0.004% de I'ADN cellulaire et 1.4 % des protéines présents dans les récoltes brutes.
L'épuration réalisée est donc complétement satisfaisante.
20 On vérifie en outre l'infectivité des virus obtenus a chaque €tape, grice a une mesure

de leur titre infectieux en DICC 50 et a une observation au microscope électronique.

On remarque que l'intégrité du virus est bien conservee tout au long du procédé.

* (marque de commerce)
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Lorsque les virus ainsi produits sont utilisés dans la fabrication de vaccins contre la
rage, 1l est possible de réaliser des doses ne contenant pas plus de 30 a 40.10-12g
d'ADN cellulaire par dose, soit une quantité nettement inférieure a la norme qui est

de 100.10-12g,
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REVENDICATIONS

1. Procédé de purification de virus obtenus a partir d'une culture cellulaire
consistant & separer les virus des protéines et ADN cellulaires provenant de la
culture par chromatographie échangeuse d'ions, caractérisée en ce qu'il comprend
au moins une étape de chromatographie échangeuse d'anions ainsi qu'une étape
de chromatographie échangeuse de cations, et en ce que lesdites étapes sont

réalisé séparément l'une de f'autre, I'une des étapes s'effectuant avant 'autre.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérise en ce que les anions sont des
anions forts.
3. Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que les cations sont

des cations forts.

4. Procedé selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé en ce

que I'échange de cations est réalisé aprés I'échange d'anions.

5. Procéde selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caractérisé en ce

qu'il comprend en outre une étape de chromatographie d'affinité par chélation

meétallique.

6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que la chélation

meétallique est réalisee au moyen d'ions calcium.

/. Procedé selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisé en ce

que les virus a purifier sont obtenus par cultures sur lignées cellulaires continues et

hétéroploides.
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8. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caractérisé en ce

que les virus a purifier sont obtenus par cultures sur cellules VERO.

9. Procédé selon I'une des revendications 1 a 8, caractérisé en ce que les virus

a purifier sont des virus rabiques.

10.  Procéde selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 caractérisé en ce

que les virus a purifier sont des virus de |'encéphalite japonaise.

11.  Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 8, caractérisé en ce

que les virus a purifier sont des virus de la grippe.

12.  Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 11, caractérisé en ce

qu'il consiste a effectuer toutes les étapes de chromatographie a la méme valeur de
pH.

13.  Procéde selon I'une quelconque des revendications 1 & 12, caractérisé en ce

qu'll s'agit d'un procédé en ligne.

14.  Procede selon |'une quelconque des revendications 1 a 13, caractérisé en ce

qu'il est réalisé a température ambiante.

15.  Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 14, caractérisé en ce

qu'll est realisé dans des conditions stériles.
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