Informe experimental — Fabricacién de AAV de acuerdo con Potter

La fabricacion y purificacion de AAV se realizé de acuerdo con el Proceso B clinico y posteriormente

comercial de acuerdo con la presente invencion, con y sin el paso de ultracentrifugacién con CsCI.

Las células HEK293 se expandieron primero a través de siete pases en matraces desechables en
incubadoras de CO2a 37°C y 5 % de COa. A continuacion, las células se sembraron en un biorreactor
iCELLis para una mayor expansién de células adherentes dentro del biorreactor. Después de 4 dias de
crecimiento celular en el biorreactor a 37°C, las células se transfectaron con una coprecipitacion de PEI
con plasmido de ADN triple. Los 3 plasmidos utilizados para la transfeccion fueron pSMN, es decir, el

plasmido de carga codificante de SMN1, pHELP y el plasmido rep/cap pAAV2/9.

Cuatro dias después de la transfeccion, primero se agregd benzonasa al biorreactor, y luego, tampon de
lisis. Después de la incubacion, el contenido del biorreactor se transfirié a bolsas de recoleccién. Luego,
la cosecha se filtro a través de un filtro de profundidad y un filiro de 0,45 pym. A continuacion, se realizé

una filtracién de flujo tangencial (TFF), para obtener el intermediario TFF1.

La floculacion de impurezas se inicié en el intermediario TFF1 mediante la disminucién del pH hasta un
pH objetivo de 3,5, utilizando glicina 1 M a pH 2,5 y la adicién de Tween-20. El floculado formado
después de la acidificacion se eliminé mediante la filtracion de profundidad y la filtracion de pulido

utilizando un filtro de 0,45 pm.

El intermediario TFF1 acidificado y clarificado se cargd en una columna CEX. El eluato de CEX se

concentré mediante un segundo paso de TFF (TFF2) para obtener el conjunto TFF2.

El conjunto TFF2 se dividié en dos muestras, y una de las dos muestras se procesé adicionalmente
mediante ultracentrifugacién con CsCl. Se afiadié CsCl a la muestra de TFF2 hasta una densidad de
solucion final de aproximadamente 1,37 g/mL. Este material se centrifugé a 50.000 rpm durante 18 horas
a 20°C en 3 tubos de ultracentrifuga Beckman QuickSeal Ultra—Clear. El tubo después de la
ultracentrifugacion se muestra en la Figura 1, donde bajo la iluminacién, las bandas del virus son
claramente visibles, con una banda vacia prominente cerca de la parte superior del gradiente, y bandas

de mayor densidad que contienen capsides completas, mas abajo en el gradiente.



Figura 1: Fotografia del tubo de ultracentrifuga después de la centrifugacion en gradiente de CsCI.

Las bandas vacias y completas resultantes se extrajeron individualmente de cada uno de los tres tubos.

Luego se analizaron tres muestras diferentes mediante ultracentrifugacion analitica de velocidad de
sedimentacion (SV-AUC, por sus siglas en inglés): la muestra del conjunto TFF2 que no se habia
procesado adicionalmente mediante UC, las bandas vacias combinadas y las bandas completas

combinadas después de la UC (ultracentrifugacién).

El resultado de la SV-AUC de la muestra del conjunto TFF2 que no se habia procesado adicionalmente
mediante UC se muestra en la Figura 2. El pico de virus vacio fue abundante a 60 s, lo que representa el
64 % del area del pico, con picos adicionales de mayor densidad presentes aproximadamente a 84 y 98

s, lo que representa el 30 % del &rea del pico.

Los resultados de la SV—AUC de las bandas completas se muestran en la Figura 3. No se detecté el pico
de virus vacio a 60 s. Los picos restantes de mayor densidad aproximadamente a 85 y 100 s demuestran

la purificacion de las capsides completas.



Nombre de muestra: muestral
Operador adq.: Libo Wang
Instrumento adq.: Instrumento 1
Método adq.: SEDFIT Version 14.0 Modelo c(s)
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Seial: AlIA1, Distribucion SEDFIT normalizada c(s)
Tipo Pk S (segx102-13) Altura % Unidades area Area %
MF 60,197 75,741 42,828 62,420
HF 70,284 4,298 4,207 6,132
HF 84,608 11,221 10,663 15,541
FH 98,359 7,556 9,833 14,332
MM 116,659 1,184 1,081 1,576

Figura 2: Datos AUC de muestra de conjunto TFF2 no procesada por UC CsCl.



Nombre de muestra: muestra3
Operador adq.: Libo Wang
Instrumento adq.: Instrumento 1
Método adq.: SEDFIT Version 14.0 Modelo c(s)
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Sefial AlA1, Distribucién SEDFIT normalizada c(s)
Tioo Pk S (segx10°-13) Altura % Unidades area Area %
MF 85,651 48,870 47,637 57,648
MF 103,424 44,682 29,499 35,698
M 125,617 3,945 3,591 4,346
MM 150,310 2,503 1,907 2,308

Figura 3: Datos de AUC de bandas de capside completas recolectadas después de la purificacion con

gradiente de CsCI.

En la Tabla 1 se muestra una tabla del analisis de sedimentacién continua de la muestra del conjunto
TFF2 no procesada mediante UC preparativa con CsCl, las bandas vacias combinadas y las bandas

completas combinadas.



Muestra Pico principal 1 (P1) Pico principal 2 (P2) Pico principal 3 (P3) Relacién
valor | % MwW valor | % MW valor s | érea MW P1
s— area (MDa) | s— area (MDa) % (MDa) | (P2+P3)/
Conjunto | 60,20 | 62,42 | 4,17 84,61 | 15,54 | 6,88 98,36 | 14,33 | 8.70 0.48
TFF2
Bandas 62,76 | 87,16 | 3,72 87,33 | 2,26 | 6,23 100,95 | 2,61 7.84 0.06
vacias
Bandas N/A 85,65 | 57,65 | 4,98 103,42 | 35,70 | 6,56 N/A
completas

Tabla 1: Resultados de analisis de sedimentacion continua.

Estos resultados demuestran que la centrifugacion con CsCl logré reducir significativamente la

proporcion de capsides vacias, de 62,42 % en la muestra del conjunto TFF2, a no ser detectable en las

bandas completas combinadas.

Por lo tanto, un proceso de purificacién como el descrito en Potter, WO 2016/004319, que comprende la

produccion de AAV en células HEK293 y la purificacion por acidificacion y clarificacion, CEX y TFF, pero

gue no incluye un paso de ultracentrifugacion con CsCl, produce una preparacién de AAV con mas de 50

% de capsides vacias, mientras que el proceso de purificacion de AAV de acuerdo con la presente

invencion produce preparaciones de AAV altamente puras, con una relacién de capsides vacias por
debajo del 7 %.




