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REZUMATUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la un procedeu de purificare a preparatelor lentivirale non-
replicative inalt purificate, pentru ultilizarea acestora in terapia genica in modele in vitro sau
modele preclinice. Procedeul de purificare a lentivirusului din mediul de cultura in care a fost
secretat de citre celulele de impachetare consta in 2 etape: (i) precipitarea particulelor lentivirale
cu sulfat amoniu urmata de solubilizarea lor si (ii) sedimentarea particulelor lentivirale prin
ultracentrifugare pe strat de sucroza. Dupa purificare, lentivirusul este capabil sa infecteze celule
in cultura si sa producd proteina care a fost inserata in vectorul viral.

DESCRIEREA INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la un procedeu de preparare si purificare a lentivirusurilor non-
replicative, obtinandu-se un preparat lentiviral cu o puritate mare, care se poate folosi in
experimentele preclinice, in vivo si in vitro.

Domeniul tehnic in care poate fi folosita inventia

Inventia care consta in metoda de purificare a lentivirusurilor are aplicatii in domeniul
biomedical pentru a transfera:

- gene de interes sub promotori puternici (de ex. CMV) pentru supraexpresia unor proteine

- gene de interes sub anumiti promotori pentru expresia condifionata a unor proteine

- fragmente de RNA precum RNA de interferenta, pentru silentierea unor gene

- gene de interes pentru obtinerea celulelor CAR-T

Lentivirusurile astfel purificate pot fi folosite: in vitro si in vivo.

Transferul de gene sau RNA se poate face in celule care se divid cat si in celule care nu se
divid.

Descrierea stadiului actual al tehnicii

Vectorii lentivirali (LV) au un diametru de aproximativ 80—100 nm iar genomul lor consta
din doud copii monocatenare de ARN (in sens pozitiv) in interiorul unei capside conice,
inconjuratd de un dublu strat lipidic [1]. Vectorii lentivirali conferd posibilitatea de modificare a
celulelor eucariote, prin inserarea unei gene in genomul celulei gazda. In prezent exista si
lentivirusuri defective pentru integraza, care pot induce expresia genei de interes fara integrare in
genomul celulei gazda [2] [3].

In scopul cercetérii sau in scop terapeutic, lentivirusurile pot transduce o gama larga de
celule, de exemplu neuroni [8], celule hematopoietice stem ai celule progenitoar [6], celule
dendritice [9] cardiomiocite adulte si neonatale [7].

In prezent, lentivirusurile non-replicative si auto-inactivante sunt folosite in cercetare
pentru studiul diferitelor procese celulare si moleculare, cét si pentru aplicatiile biomedicale.
Aplicatiile biomedicale includ transferul de gene in terapia genica [10,11], tratamente bazate
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introducerea unor gene in celulele T pentru tehnologia CAR-T [12], cat si vaccinuri realizate prin
modificarea celulelor dendritice [13]. Au fost inregistrate succese la infectarea cu lentivirusuri a
celulelor stem hematopoietice pentru a corecta imunodeficiente primare [14] si hemoglobinopatii
[15] [16]. Terapiile cu celule T CAR concepute folosind vectori lentivirali au demonstrat un
succes clinic remarcabil la pacientii cu tumori maligne cu celule B, ducénd la aprobarea de
reglementare a primei terapii celulare modificate genetic folosind vectori lentivirali.

Cei mai utilizati vectorii lentivirali folosifi pana in prezent sunt cei derivati din virusul
imunodeficientei umane (HIV). Asamblarea structurii acestora a fost investigata pe larg si
optimizata in ultimele doud decenii. Astfel s-au realizat vectorii lentivirali de a treia generatie,
non-replicativi, auto-inactivati.

Desi sunt utilizati in diferite scopuri, prepararea acestor lentivirusuri non-replicative pe
scard largd este limitativa [17]. Productia de lentivirus in cantitati si concentratii necesare pentru
livrarea in vivo este laborioasa si necesita concentrarea virusului din cantitd{i mari de medii
lichide in care acesta este secretat.

Productia de vectori lentivirali se realizeaz prin cotransfectia unor celule imortalizate din
linia celularda HEK293T, utilizate ca celule de impachetare. Plasmidele folosite pentru transfectie
codifica proteinele necesare pentru producerea vectorul lentiviral dar si ADN care confine gena
de interes. Separarea genelor care asambleazd componentele virale in plasmide diferite creste
gradul de securitate biologica. Plasmide de impachetare codifica o proteina prin care virusul sa
intre in celulele eucariote, (cel mai frecvent VSV-G), gena pentru gag si gena pol dar si gene
pentru proteine accesorii HIV, cum ar fi Rev. Cotransfectia acestor plasmide cu vectorul
lentiviral (care contine gena de interes) oferd toate componentele necesare pentru ca linia
celulard sd producd particule virale functionale. Dupa cotransfectie, celulele de impachetare
produc particule de lentivirus non-replicativ, care sunt secretate in mediul de culturd. Pana in
prezent, pentru purificarea lentivirusurilor non-replicative s-au folosind diverse metode precum
ultracentrifugarea mediului, concentrarea prin filtrare, cromatografie, precipitare cu PEG [18].

Brevetele identificate in prezent cu privire la purificarea si concentrarea lentivirusurilor:

- Brevetul US9169491B2 ,.Virus purification” descrie metoda de concentrare a vectorului
retroviral printr-o etapd de ultrafiltrare;

- Brevetul US20210009966A1 ,Method for large-scale preparation of purified
preparation of recombinant lentiviral vector at gmp grade” propune cromatografia ca metoda de
purificare

- CN107384877B ,,Method for purifying lentivirus” — propune o metoda combinata de
filtrare, ultracentrifugare si cromatografie

- W02022036048A1 ,,Methods for producing clinical-grade lentiviral vector” propune o
metoda de concentrare utilizand PEG or LENTI-X CONCENTRATOR

Puritatea produsului lentiviral este criticd, mai ales pentru utilizarea acestuia in vivo.
Resturi de la celulele de impachetare colectate impreund cu lentivirusul produs pot provoca
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raspunsuri inflamatorii in vitro i mai ales in vivo [19]. Odaté purificate, stocurile lentivirale sunt
stabile pana la 9 ani daca sunt crioconservate la -80 °C [20].

Problema tehnici
Metode consacrate pentru purificarea lentivirusului:

1. Ultracentrifugarea — la viteze de peste 38000 x g, pentru durate diferite (de la 2 la 18 ore).

O problema tehnica este ca volumul mare de mediu in care a fost secretat virusul este dificil
de centrifugat: cu cat mai mari sunt cupele rotorului de ultracentrifuga, cu atat viteza de
ultracentrifugare este mai mica si timpul de centrifugare este mai mare.

2. Concentrarea prin filtrare si cromatografie
O problema tehnica este ca volumul mare de mediu care confine virusul produs de celule este
dificil de filtrat sau de trecut pe coloana cromatografica.

3. Precipitarea cu o solutie de PEG.

O problema tehnica este ca precipitarea cu PEG nu are un randament foarte mare si, in plus
pentru unele aplicatii (de exemplu pentru transductia in vivo) nu este convenabil ca PEG sa
rdmana in preparatul viral.

Solutia tehnicd propusa de noi pentru aceasta problema este ca precipitarea sa se realizeze cu
ajutorul unor substante care:

1. Sa nu afecteze structura moleculara a virusului, si acesta sa rimana capabil de
transductie.
2. Sapoata fi usor indepértata dupa precipitare.

Solutia tehnicéa

Solutia tehnica identificata aici se refera la precipitarea particulelor lentivirale din mediu
de cultura, cu sulfat de amoniu.

Ad3ugarea unor concentratii mari de ioni ai sulfatului de amoniu in mediul in care se
gasesc particulele lentivirale concureaza cu proteinele lentivirale pentru a se lega de moleculele
de api. Acest lucru elimind moleculele de apa din proteinele virale si scade solubilitatea acestora,
rezultand precipitarea particulelor virale. Avantajul metodei propuse este ca proteinele virale se
pot rehidrata prin diluarea sau indepartarea ionilor de sulfat de amoniu prin dializa, iar
particulele virale isi recapata proprietatile initiale.

Dupa rehidratarea lentivirusului intr-o cantitate mica de tampon fosfat, urmeaza a doua
etapa a purificarii, prin ultracentrifugare pe strat de sucroza, la 100.000 x g, 3h, 4°C. Sedimentul
format este solubilizat intr-o solutie de tampon fosfat salin la care se adaugi 4% sucroza pentru
crioprotectie.

Particulele lentivirale astfel obtinute pot fi folosite pentru transductie in vitro sau in vivo.
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Descrierea detaliata a inventiei

1. Obtinerea lentivirusului : optimizarea transfectiei si a timpului de colectare a
lentivirusului.

Celule 293T au fost insdmantate in placi de 6 godeuri (10° celule/godeu) si transfectate de
doua ori in zile succesive cu diferite cantitdti de ADN (mix pGreenPuro, pMDL/pRRE, pRSV-
Rev, pMD2.G in raport 4:2:1:1. Mediul lentiviral a fost colectat la 24, 48 si 96h de la schimbarea
amestecului de transfectie. Celule HEK 293T insdmaéntate in 3 placi de 12 godeuri au fost
transduse cu 1 mL mediu LV/godeu in prezenta de polybrene (8 pg/mL). Dupad 48h de la
transductie celulele au fost analizate prin microscopie de fluorescenta si citometrie in flux.
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Fig.1. Optimizarea cantitatii de ADN folosita pentru producerea lentivirusului si
secretia lentivirusului in timp. Celulele au fost transfectate cu cantitati diferite de
ADN iar virusul produs a infectat celule HEK293. Procentul de celule infectate a fost
determinat prin citometrie de flux.
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Datele arata ca 4ugADN / 10® celule este cantitatea minima pentru producerea cantitatii
maxime de lentivirus, fard sa altereze starea celulelor de impachetare, care pot produce virus in
cantitdti substantiale pana la 96h.

Dat fiind faptul ca lentivirusul impachetat poate induce expresia unei proteine fluorescente
(green fluorescent protein, GFP), titrarea lentivirusului a fost realizata prin citometrie de flux,
determinandu-se procentul de celule pozitive pentru diferite dilutii cu care s-a realizat infectarea
cu lentivirus (Fig 2). Astfel s-a determinat numarul de unititi de transductie /ml (TU/ml). In
figura 6 este redat un exemplu de titrare prin citometria de flux. Pentru calculul titrului a fost
utilizata valoarea % a celulelor pozitiva intre 5-20%. Formula dupa care a fost calculat titrul este:

Titrul (TU/mL) =D x F/100 x C/V

D — factorul de dilutie

F — media procentelor de celule GFP+

C- numarul de celule din godeu la momentul transductiei

V- volumul de inocul

Duluat/10°

Duutia3/10"

Duia5/10'

Dl /10°

ul LV F1 F2 F3 media D (factorgil) | C(nrge}) | VimL) TU/mL"10~7
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Fig.2. Titrarea lentivirusului prin citometrie de flux. Diferite dilutii de virus
induc procente diferite de celule care exprima gena proteinei fluorescente.In
tabel este un exemplu de calcul al unui ti®ru viral.
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2. Purificarea lentivirusului prin metoda propusa de noi — precipitare cu sulfat de
amoniu.
Avand in vedere experienta anterioara, in care am purificat adenovirus prin precipitare cu

sulfat de amoniu (21-23) am optimizat si pentru lentivirus acelasi tip de purificare. Mai jos este

redata schema de producere si purificare prin metoda propusa de noi, cu sulfat de amoniu.

—T e

24h /' 24n f Y 2an .
AT R —) R s el e et — ISP S — —) RSP e— =y
[nsamantarea Cotransfectia Schimbarea mediului Schimbarea mediului Colectarea
celulelor 293HEK mediata PEI (1) Cotranstectia mediata de cultura mediului cu LV
de PEI (I1)
LERuET )
==& Dilutii 107-10°F
+ 0.8 pg/mL polybrene
Titrare prin Ultracentrifugare PR Precipitare cu sulfat locc'mr;f(;lgmi‘(‘ N
citometrie in flux | **=| 100.000 g, 3h, 4°C de amoniu 45% = min, 400g,

Filtrarc supernatant

Fig.3. Impachetarea si purificarea lentivirusului prin precipitare cu sulfat de
amoniu urmata de ultracentrifugare.

Preparatul lentiviral brut a fost obtinut prin transfectiei HEK 293T cultivate pe placi cu
diametru de 10 cm de transfectate cu 26 pg ADN/ placa in doua transfectie cu o durata de 18h si

respectiv 6h.

Pentru a determina procentul de sulfat de amoniu la care lentivirusul precipita, 200 mL
mediu lentiviral a fost centrifugat 10min la 400xg la 4°C, filtrat prin filtru de 0.22um si apoi
incubat secvential timp de 30 de minute cu cantititi din ce in ce mai mari de sulfat de amoniu,
crescand saturatia acestuia. Particulele virale precipitate au fost centrifugate la 4000 g, 15 min la
4°C, iar sedimentul a fost resuspendat in tampon fosfat salin (PBS) pentru resolubilizarea
virusului. Preparatul viral obtinut dupa precipitarea cu sulfat de amoniu au fost ulterior purificate
prin ultracentrifugare (100.000 x g, 3h, 4°C) pe pat de sucroza 20%, iar sedimentul reprezentat
de virusul pur, a fost resuspendat in 200 pL. PBS.
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Asa cum se observa din figura 4, la 45% concentratie de sulfat de amoniu a fost obtinuta

cantitatea maxima de lentivirus.
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Fig.4. Optimizarea metodei de purificare a lentivirusului cu sulfat de amoniu.
Precipitarea succesiva cu concentratii diferite de sulfat de amoniu a arata ca o
concentratie de 45% este optima pentru precipitarea lentivirusului.

Exemplul 1.

Comparatia purificarii prin precipitare cu sulfat de amoniu cu alte doua metode
consacrate in literatura: precipitare cu PEG si ultracentrifugare.

Pornind de la 336 ml mediu de cultura continand lentivirus obtinut de la 12 placi de 10 cm
HEK 293T transfectate cu 26 ng ADN/ placa in doua transfectiei cu durata de 18h si respectiv
6h, am testat eficienta purificarii prin metoda propusa de noi prin precipitare cu sulfat de amoniu
45% si prin alte doua metode consacrate: (i) ultracentrifugare si (ii) precipitare cu PEG.

Volumul de mediu de 336 ml contindnd lentivirus a fost impartit in 3 volume egale si
prelucrat prin cele 3 metode de purificare:

[.  Un volum de 112 ml mediu lentiviral a fost ultracentrifugat (100.000 g, 3h, 4° C) pe pat
de sucroza 20%, iar sedimentul a fost resuspendat in 1 mL PBS.

II.  Un volum de 112 ml mediu lentiviral a fost precipitat cu 1/3 volum solutie PEG (40%
PEG, 1.2 M NaCl) prin incubarea amestecului 4h cu agitare la 4°C, urmata de
centrifugare (1600 g, 1h, 4°C). Sedimentul resuspendat in PBS a fost ultracentrifugat
(100.000 g, 3h, 4° C) pe pat de sucroza 20%, sedimentul obtinut fiind apoi resuspendat
in 1 mL PBS.
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III. Un volum de 112 ml mediu lentiviral a fost precipitat cu sulfat de amoniu la 45%
saturatie. Amestecul a fost incubat timp de 1h la 4° C cu agitare si centrifugat la 4000g,
15 min, 4° C. Sedimentul resuspendat in PBS a fost ultracentrifugat (100.000 g, 3h, 4°
C) pe pat de sucrozad 20%, sedimentul obtinut fiind apoi resuspendat in 1 mL PBS.

12 4

10 -

TU/mL x 10~7
)}

UCF PEG AS 45%

Fig.5. Comparatia metodei propuse — precipitare cu sulfat de amoniu (AS45%) cu alte
doua metode consacrate: UCF (ultracentrifugarea) si PEG (precipitarea cu
polietilenglicol). Datele arata ca precipitarea cu sulfat de amoniu are un randament mai mare
decat precipitarea cu PEG sau ultracentrifugarea.

Concluzie: Se observa ca cea mai eficienta metoda de purificare este cea prin precipitare cu
45% sulfat de amoniu (Fig. 5).

Exemplu 2.

Lentivirusul continand vectorul viral pGreenPuro a fost impachetat cu plasmide de
impachetare de generatia a 2a si de generatia a 3a, dupa schema din figura 3.

Pentru obtinerea lentivirusului pGreenPuro cu plasmide de generatia a 2-a transfectiile au
fost realizate cu pGreenPuro, pPCPRDEnv, pCI-VSVG in raport 4:3:1

Pentru obtinerea lentivirusului pGreenPuro cu plasmide de generatia a 3-a transfectiile au
fost realizate cu pGreenPuro, pMDL/pRRE, pRSV/Rev, pMD2G in raport 4:2:1:1

Mediul a fost colectat, centrifugat 10min la 400xg la 4°C, filtrat prin filtru de 0.22um si
apoi incubat cu sulfat de amoniu 45%. Particulele virale precipitate au fost centrifugate la 4000
g, 15 min la 4°C, iar sedimentul a fost resuspendat in tampon fosfat salin (PBS) pentru
resolubilizarea virusului. Preparatul viral obtinut dupa precipitarea cu sulfat de amoniu au fost
ulterior purificate prin ultracentrifugare (100.000 x g, 3h, 4°C) pe pat de sucrozd 20%, iar
sedimentul reprezentat de virusul pur, a fost resuspendat in 200 ul. PBS.
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Eficienta preparatului lentiviral de a induce gena pe care o poarta, in cazul de fata gena
pentru GFP a fost testata prin transductia celulelor HEK93 cu 1 unitate de transductie / celula.
Rezultatele arata ca preparatul lentiviral obtinut transduce eficient celulele, fara a induce si
moartea celulelor transduse (Figura 6). Microscopia de fluorescenta arata o buna rata de
transductie a celulelor.

Generatia a 2-a

pGreen-Puro

Generatia a 3-a

pGreen-Puro

Fig.6. Metodologia de purificare se poate aplica lentivirusurilor de generatia 2 sau 3.
Datele arata ca precipitarea cu sulfat de amoniu este eficienta atat pentru lentivirusurile

impachetate cu plasmide de generatia a 2 a cat si cu plasmide de generatia a 3a. Microscopie

in contrast de faza (Stanga), microscopie de fluorescenta (Dreapta) — pentru determinarea
expresiei genei de interes- green fluorescent protein (GFP)Bara: 100um.

REVENDICARI

1. Tehnologia de purificare a lentivirusurilor non-replicative prin precipitare cu sulfat de
amoniu, cu pastrarea capacitatii de transductie in vitro si in vivo.

2. Precipitarea particulelor lentivirale de generatia a2a si a3a cu ajutorul unei solutii de
sulfat de amoniu.

3. Utilizarea preparatului lentiviral purificat prin tehnica precipitarii cu sulfat de amoniu
pentru experimente preclinice in vitro sau in vivo, pentru inducerea supraexpresiei sau pentru
silentierea unor gene.
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REVENDICARI

1. Tehnologia de purificare a lentivirusurilor non-replicative prin precipitare cu sulfat de
amoniu, cu pastrarea capacitatii de transductie in vitro si in vivo.

2. Precipitarea particulelor lentivirale de generatia a2a si a3a cu ajutorul unei solutii de
sulfat de amoniu.

3. Utilizarea preparatului lentiviral purificat prin tehnica precipitarii cu sulfat de amoniu

pentru experimente preclinice in vitro sau in vivo, pentru inducerea supraexpresiei sau pentru
silentierea unor cene.
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