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REIVIDICACIONES

Un método de purificacion de un vector viral AAV9 que comprende un polinucleétido
gue codifica una de la neurona motora de la supervivencia (SMN) 1 de un lisado de
cultivo celular, que comprende los pasos de:

a. acidificar y clarificar el lisado celular;
b. purificar el producto de (a) utilizando cromatografia de intercambio catiénico
(CEX);

filtrar el producto de (b) utilizando filtracion de flujo tangencial (FFT);
ultracentrifugar el producto de (c) utilizando 2 — 4 M de un tampdn de cloruro
de cesio (CsCl); y

e. recolectar el vector viral AAV9 del producto de (d).

El método de la reivindicacién 1, que comprende antes del paso (a):

i.  cultivar células adherentes;
ii. transfectar las células adherentes con plasmido(s) para permitir la produccién
del vector viral AAV9; y

iii. lisar las células adherentes para producir el lisado celular.

El método de la reivindicacién 1 o 2, que comprende filtrar el producto de (e)

utilizando una segunda filtracién de flujo tangencial.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el AAV9 es auto

complementario (SCAAV).

El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-4, donde las células adherentes
son células HEK293.

El método de la reivindicacion 5, donde el paso (i) comprende sembrar las células
en un biorreactor a gran escala que puede proporcionar la circulacion continua de

medios de cultivo celular.

El método de la reivindicacion 6, donde la densidad de siembra es de 8,000-12,000

células/cm?.
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El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-7, donde el paso de transfeccion
(i) comprende poner en contacto las células adherentes con un plasmido auxiliar de

adenovirus (pHELP), y un plasmido que codifica los genes AAV rep y cap.
El método de la reivindicacién 8, donde el gen de AAV rep es rep2.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-9, donde el paso de transfeccion
(i) comprende poner en contacto las células adherentes con un plasmido que

comprende un polinucle6tido que codifica una proteina SMN.

El método de la reivindicacibn 10, donde el plasmido que comprende el
polinucleétido que codifica la proteina SMN1 comprende una ITR de AAV2
modificada, un promotor de beta-actina (CB) de pollo, un potenciador
inmediato/temprano de citomegalovirus (CMV), un intron tardio de 16s del SV40
modificado, una sefial de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovino
(BGH), y una ITR de AAV2.

El método de la reivindicacion 10 o 11, donde la proteina SMN comprende la SEQ
ID NO: 2.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde el vector viral AAV9
comprende la SEQ ID NO: 1.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-13, donde el paso de transfeccion
comprende poner en contacto las células adherentes con el agente de transfeccion

polietilenimina (PEI).

El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-14, en donde el paso de
transfeccion comprende poner en contacto las células adherentes con un medio de

transfeccion que no contiene suero, calcio, o glutamina.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 2-15, en donde el paso de lisado

comprende un tampon de lisis suplementado con una endonucleasa y un detergente.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, que comprende ademas

congelar el lisado celular antes del paso de acidificacion.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, donde el paso de acidificacion

comprende acidificar el lisado celular a un pH de 3,0 — 4,0.
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El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, donde la ultracentrifugacion se
ejecuta entre 40,000 — 50,000 rpm.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-19, donde el tampon de cloruro de
cesio (CsCl) utilizado en el paso d) comprende 3 M CsCl, Tris, MgCl,, y Poloxamero
188, y tiene un pH entre 7,5y 8,5.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-20 donde el lisado celular se

incuba con un detergente antes del paso de acidificacion.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21 donde el paso de clarificacion
comprende filtrar el lisado celular a través de un filtro de profundidad.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, donde la CEX comprende una

resina de sulfonilo.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-23, donde por lo menos un paso
de FFT comprende utilizar membranas de celulosa con un limite de peso molecular
de 300 kDa de PM.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 3-24, donde los vectores virales de
AAV recolectados luego del segundo paso de FFT son almacenados en una solucién
gue comprende Tris, MgCl,, NaCl, y Poloxamero 188, y el pH oscila entre pH 7,5y
8,5.



