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A d va n c e d  T h e r a p y
M e d i c i n a l  P r o d u c t s  ( AT M P s )

R e c o m b i n a n t  AAV  C o m p a ra b i l i t y
a n d  L i fe c yc l e  M a n a g e m e n t

Disclaimer:

T h i s  G u i d e  p ro v i d e s  g u i d a n c e  o n  c o m p a ra b i l i t y  a n d  l i fe c y c l e  m a n a g e m e n t  o f rAAV  p ro d u c t s .  T h i s  G u i d e  i s  c re a t e d  

a n d  s o l e l y  o w n e d  b y  I S P E .  I t  i s  n o t  a  re g u l a t i o n ,  s t a n d a rd  o r re g u l a t o ry  g u i d e l i n e  d o c u m e n t .  I S P E  c a n n o t  e n s u re  a n d  

d o e s  n o t  w a rra n t  t h a t  a  s y s t e m  m a n a g e d  i n  a c c o rd a n c e  w i t h  t h i s  G u i d e  w i l l  b e  a c c e p t a b l e  t o  re g u l a t o ry  a u t h o ri t i e s .  

F u rt h e r,  t h i s  G u i d e  d o e s  n o t  re p l a c e  t h e  n e e d  fo r h i ri n g  p ro fe s s i o n a l  e n g i n e e rs  o r t e c h n i c i a n s .

L im ita tio n  o f L ia b ility

In  n o  e ve n t sh a ll ISPE o r a n y o f its aflia te s,  o r th e  ofce rs,  dire cto rs,  e m p lo ye e s,  m e m b e rs,  o r a ge n ts o f e a ch  o f 

th e m ,  o r th e  a uth o rs,  b e  lia b le  fo r a n y da m a ge s o f a n y kin d,  in cludin g with o u t lim ita tio n  a n y sp e cia l,  in cide n ta l,  

in dire ct,  o r co n se q ue n tia l da m a ge s,  wh e th e r o r n o t a dvise d o f th e  p o ssib ility o f su ch  da m a ge s,  a n d o n  a n y th e o ry o f 

lia b ility wh a tso e ve r,  a risin g o ut o f o r in  co n n e ctio n  with  th e  use  o f th is in fo rm a tio n .

© 2 0 2 3  I S P E .  Al l  ri g h t s  re s e rv e d .

Al l  ri g h t s  re s e rv e d .  N o  p a rt  o f t h i s  d o c u m e n t  m a y  b e  re p ro d u c e d  o r c o p i e d  i n  a n y  fo rm  o r b y  a n y  m e a n s  –  g ra p h i c ,  

e l e c t ro n i c ,  o r m e c h a n i c a l ,  i n c l u d i n g  p h o t o c o p y i n g ,  t a p i n g ,  o r i n fo rm a t i o n  s t o ra g e  a n d  re t ri e v a l  s y s t e m s  –  w i t h o u t  

w ri t t e n  p e rm i s s i o n  o f I S P E .

Al l  t ra d e m a rk s  u s e d  a re  a c k n o w l e d g e d .

I S B N  9 7 8 - 1 - 9 4 6 9 6 4 - 7 3 - 1

GUIDE:

F o r i n d i v i d u a l  u s e  o n l y .  © 2 0 2 3  I S P E .  A l l  ri g h t s  re s e rv e d .

Full document details: ISPE Guide - Advanced Therapy Medicinal Products - Recombinant AAV Comparability and Lifecycle Management 2023

http://www.avadocuments.com/doc/ispe-guide-advanced-therapy-medicinal-products-recombinant-aav-comparability-and-lifecycle-management-2023
http://www.avadocuments.com/doc/ispe-guide-advanced-therapy-medicinal-products-recombinant-aav-comparability-and-lifecycle-management-2023


P a g e  2  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –

 R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

 P r e fa c e

I n  J u n e  o f 2 0 2 1 ,  t h e  I S P E  Ad v a n c e d  T h e ra p y  M e d i c i n a l  P ro d u c t  ( AT M P )  C o m m u n i t y  o f P ra c t i c e  ( C o P )  w a s  c re a t e d  

w i t h  t h e  v i s i o n  a n d  m i s s i o n  t o  e x p a n d  t h e  g ro w i n g  t e c h n i c a l  k n o w l e d g e  o n  t h e s e  n e w  m o d a l i t i e s .

T h e re  h a s  b e e n  a  s u rg e  o f re c o m b i n a n t  Ad e n o  As s o c i a t e d  Vi ra l  ( rAAV )  v e c t o r p ro d u c t s ,  a n d  a s  t h e s e  p ro d u c t s  

p ro g re s s  t h ro u g h  c l i n i c a l  p h a s e s ,  t h e re  h a v e  b e e n  c o m p a ra b i l i t y  c h a l l e n g e s  n o t e d  b y  i n d u s t ry,  a n d  b y  h e a l t h  

a u t h o ri t i e s .  C o m p a ra b i l i t y  m u s t  b e  d e m o n s t ra t e d  b y  m a n u fa c t u re rs  w h e n  c h a n g e s  a re  i n t ro d u c e d  t o  t h e  p ro d u c t i o n  

p ro c e s s ,  t o  e n s u re  p ro d u c t  s a fe t y,  i d e n t i t y,  s t re n g t h ,  q u a l i t y,  a n d  p u ri t y.

E M A a n d  F D A d ra ft  g u i d e l i n e s  h a v e  p ro v i d e d  c o n s i d e ra t i o n s  fo r e v a l u a t i n g  t h e  c o m p a ra b i l i t y  o f rAAV  v e c t o r p ro d u c t s .  

T h e  c o l l e c t i o n  o f e x p e rt i s e  a c ro s s  t h e  I S P E  AT M P  C o P  h a s  e n a b l e d  t h e  d e s i g n  o f a  h a rm o n i z e d  a p p ro a c h  o n  

c o m p a ra b i l i t y  fo r rAAV s .  T h e  a i m  o f t h i s  I S P E  G u i d e  i s  t o  p ro v i d e  t h e  c u rre n t  u n d e rs t a n d i n g  a n d  b e s t  p ra c t i c e s  o n  

rA AV  c o m p a ra b i l i t y  e x e rc i s e s ,  t o  o fe r m a n ufa c t u re rs  a  s t a n d a rd i z e d  a p p ro a c h  fo r d e v e l o p i n g  p ro c e s s  a n d  p ro d u c t  

c o m p a ra b i l i t y  s t ra t e g i e s .  T h i s  I S P E  G u i d e  h a s  b e e n  c re a t e d  b y  a  t e a m  o f i n d u s t ry  e x p e rt s  w i t h  g l o b a l  e x p e ri e n c e .  I t  i s  

i n t e n d e d  a s  a  re fe re n c e  a n d  a  p ra c t i c a l  g u i d e  fo r a d d re s s i n g  c o m m o n  c h a l l e n g e s  t h a t  m a y  a ri s e  w h e n  d e m o n s t ra t i n g  

c o m p a ra b i l i t y  a c ro s s  t h e  rAAV  p ro d u c t  l i fe c y c l e .

D i s c u s s i o n  o f p ro p ri e t a ry  t e c h n o l o g i e s  i s  i n c l u d e d  t o  c o n v e y  p ra c t i c a l  i n fo rm a t i o n  t o  t h e  re a d e rs .  I n  n o  w a y  d o e s  

t h i s  G u i d e  e n d o rs e  o r p ro m o t e  t h e  u s e  o f t h e s e  i t e m s .
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  P a g e  3

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

 A c k n o w l e d g e m e n t s

T h e  G u i d e  w a s  p ro d u c e d  b y  a n  i n t e rn a t i o n a l  Ta s k  Te a m ,  u n d e r t h e  l e a d e rs h i p  a n d  d i re c t i o n  o f:

G e o rg e  To d o ro v  I P S - I n t e g ra t e d  P ro j e c t  S e rv i c e s ,  L L C  U S A

C o - l e a d e rs h i p  a n d  d i re c t i o n  w a s  p ro v i d e d  b y :

L u c i l e  B e s s u e i l l e  H o fm a n - L a  R o c h e  AG  S w i t z e rl a n d

T h e  w o rk  w a s  s u p p o rt e d  b y  t h e  I S P E  Ad v a n c e d  T h e ra p y  M e d i c i n a l  P ro d u c t s  C o m m u n i t y  o f P ra c t i c e  ( C o P ) .   

 C o r e  Te a m

T h e  fo l l o w i n g  i n d i v i d u a l s  t o o k  l e a d  ro l e s  i n  t h e  p re p a ra t i o n  o f t h i s  G u i d e :

L u c i l e  B e s s u e i l l e  H o fm a n - L a  R o c h e  AG  S w i t z e rl a n d

B e n  C l a rk e ,  P h D *  U S  P h a rm a c o p e i a  U S A 

J a s n a  C u ra k  F.  H o fm a n - L a  R o c h e  L t d  C a n a d a

Z h i m e i  D u  L a n d m a rk  B i o  U S A 

P a u l  F i o ri o  B a y e r AG  S w i t z e rl a n d

M i c h a e l  G o rm a n  Ve rt e x  P h a rm a c e u t i c a l s  U S A

C a t h e ri n e  J o m a ry,  P h D *  I P S - I n t e g ra t e d  P ro j e c t  S e rv i c e  G m b H  S w i t z e rl a n d

M i c h a e l  L e C o m p t e  L e C o m p t e  B i o p h a rm a  C o n s u l t i n g  U S A

J o h n  M a c N a i r*  S p a rk  T h e ra p e u t i c s  U S A

Aa ro n  M i l l e r D e n a l i  T h e ra p e u t i c s  U S A

Ap u rv  P u ri *  P h a rm a t e c h  As s o c i a t e s  U S A

N e s s i e m  S a m u e l ,  M S ,  C Q E ,  S S G B   G x P  I m p a c t  C o n s u l t i n g  L L C  U S A

G e o rg e  To d o ro v *  I P S - I n t e g ra t e d  P ro j e c t  S e rv i c e s ,  L L C  U S A

N a t a l i e  Wa rd ,  P h D  A d a p t i m m u n e  U n i t e d  K i n g d o m

* T h e s e  i n d i v i d u a l s  w e n t  a b o v e  a n d  b e y o n d  e x p e c t a t i o n s  t o  m e e t  d e a d l i n e s  a n d  k e e p  t h e  e fo rt  o n  t ra c k .

 S p e c i a l  T h a n k s

T h e  L e a d s  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  Ta ra  S c h e rd e r ( S y n o l o S t a t s ,  U S A)  fo r h e r a d v i c e  d u ri n g  fn a l  p re p a ra t i o n  of t h e  

G u i d e .

T h e  L e a d s  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  I S P E  fo r t e c h n i c a l  w ri t i n g  a n d  e d i t i n g  s u p p o rt  b y  J e a n n e  P e re z  ( I S P E  G u i d a n c e  

D o c u m e n t s  Te c h n i c a l  E d i t o r)  a n d  p ro d u c t i o n  s u p p o rt  b y  L y n d a  G o l d b a c h  ( I S P E  P u b l i c a t i o n s  M a n a g e r) .

T h e  Te a m  L e a d s  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  e x p re s s  t h e i r g ra t i t u d e  t o  t h e  m a n y  i n d i v i d u a l s  a n d  c o m p a n i e s  fro m  a ro u n d  t h e  

w o rl d  w h o  re v i e w e d  a n d  p ro v i d e d  c o m m e n t s  d u ri n g  t h e  p re p a ra t i o n  o f t h i s  G u i d e ;  a l t h o u g h  t h e y  a re  t o o  n u m e ro u s  t o  

l i s t  h e re ,  t h e i r i n p u t  i s  g re a t l y  a p p re c i a t e d .

C o m p a n y  af l i a t i o n s  a re  a s  of t h e  fn a l  d raft  of t h e  G u i d e .

Co ve r p h o to :  h ttp s: //www. isto ckp h o to . co m /.
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3 0 0 1  N .  R o c k y  P o i n t  D r.  E . ,  S u i t e  2 0 0 - 2 4 2 ,  Ta m p a ,  F l o r i d a  3 3 6 0 7  U S A  

Te l :  + 1 - 8 1 3 - 9 6 0 - 2 1 0 5 ,  F a x :  + 1 - 8 1 3 - 2 6 4 - 2 8 1 6   

www.ISPE.org

F o r i n d i v i d u a l  u s e  o n l y .  © 2 0 2 3  I S P E .  A l l  ri g h t s  re s e rv e d .

Full document details: ISPE Guide - Advanced Therapy Medicinal Products - Recombinant AAV Comparability and Lifecycle Management 2023

http://www.avadocuments.com/doc/ispe-guide-advanced-therapy-medicinal-products-recombinant-aav-comparability-and-lifecycle-management-2023
http://www.avadocuments.com/doc/ispe-guide-advanced-therapy-medicinal-products-recombinant-aav-comparability-and-lifecycle-management-2023


I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  P a g e  5

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  
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1 . 1  R e g u l a t o ry  F ra m e w o rk  o n  C o m p a ra b i l i t y . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

1 . 2  I s s u e s  w i t h  rAAV  C o m p a ra b i l i t y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  7

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

1  I n t r o d u c t i o n

O n e  o f t h e  m o s t  s i g n ifc a n t  c h a l l e n g e s  fa c i n g  m a n u fa c t u re rs  i s  d e m o n s t ra t i n g  c o m p a ra b i l i t y  fo r Ad v a n c e d  T h e ra p y  

M e d i c i n a l  P ro d u c t s  ( AT M P s ) ,  s u c h  a s  fo r re c o m b i n a n t  Ad e n o  As s o c i a t e d  Vi ra l  ( rA AV )  v e c t o r p ro d u c t s .  T h e s e  a re  

h i g h l y  c o m p l e x  e m e rg i n g  t h e ra p e u t i c s  t h a t  p ro v i d e  p a t i e n t  b e n eft s  b y  e x p a n d i n g  p h a rm a c o l o g i c a l  p o s s i b i l i t i e s ,  

ra n g i n g  fro m  t re a t i n g  p re v i o u s l y  u n t re a t a b l e  d i s e a s e s  t o  re d u c i n g  t h e  fre q u e n c y  o f p a t i e n t  h o s p i t a l  v i s i t s  a n d /o r 

s l o w i n g  d i s e a s e  p ro g re s s i o n .  I n d u s t ri a l i z i n g  t h e  p ro d u c t i o n  a n d  a n a l y t i c a l  s y s t e m s  re q u i re s  a d d re s s i n g  p ro c e s s  

c h a l l e n g e s  t h ro u g h o u t  t h e  p ro d u c t ’ s  l i fe c y c l e ,  w i t h  t h e  a i m  t h a t  t h e  t h e ra p y  p ro v e s  efe c t i v e  fo r p a t i e n t s  i n  a  c l i n i c a l  

s e t t i n g  a n d  o b t a i n s  h e a l t h  a u t h o ri t y  a p p ro v a l .  N o t a b l y,  l a n d m a rk  h e a l t h  a g e n c y  a p p ro v a l s  fo r AAV- b a s e d  t h e ra p i e s  

i n  re c e n t  y e a rs  h a v e  v a l i d a t e d  AAV ’ s  p o s i t i o n  i n  t h e  p h a rm a c e u t i c a l  re p e rt o i re  fo r t re a t m e n t  o f h u m a n  d i s e a s e .  W i t h  

i n c re a s i n g  c o m m e rc i a l i z a t i o n ,  t h e re  i s  a  g ro w i n g  n e e d  t o  c o n s o l i d a t e  c u rre n t  t h i n k i n g  fo r c o m p a ra b i l i t y  t o  s u p p o rt  

m a n u fa c t u re rs  e m b a rk i n g  o n  rAAV  p ro d u c t i o n .

T h e  l i fe  s c i e n c e s  i n d u s t ry  c o n t i n u e s  t o  e x p e ri e n c e  s i g n ifc a n t  g ro w t h  i n  t h e  a d v a n c e d  t h e ra p y  s e c t o r a s  a  re s u l t  o f 

i n t e n s i fy i n g  s c i e n t ifc  p ro g re s s  a n d  a c h i e v e m e n t ;  h o w e v e r,  m a n u fa c t u ri n g  t e c h n o l o g i e s ,  p ra c t i c e s ,  a n d  s t a n d a rd s  

h a v e  s t ru g g l e d  t o  k e e p  p a c e .  W h i l e  t h e  m a n u fa c t u ri n g  k n o w - h o w  b e h i n d  m a n y  b i o l o g i c s  ( s u c h  a s  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s )  s t a n d s  o n  t h e  s h o u l d e rs  o f c o u n t l e s s  e x p e rt s  w i t h  d e c a d e s  o f e x p e ri e n c e ,  i t  i s  i m p o rt a n t  t o  re c o g n i z e  

i n s i g h t s  t h a t  t ra n s l a t e  w e l l ,  a n d  t h o s e  t h a t  d o  n o t ,  i n t o  t h e  n e w  fro n t i e rs  o f AAV.  P ro d u c t  c o m p a ra b i l i t y  i s  o n e  s u c h  

c h a l l e n g e  re p o rt e d  a c ro s s  t h e  i n d u s t ry  a n d  t h i s  G u i d e  s e rv e s  t o  a c c e l e ra t e  t h e  t ra n s l a t i o n ,  d e v e l o p m e n t ,  a n d  

a d o p t i o n  o f s t a n d a rd i z e d  p ra c t i c e s ,  a s  e x p e rt s  ra c e  t o  i m p l e m e n t  p ro c e s s  i m p ro v e m e n t s ,  e x p a n d  s c a l e ,  a n d  w o rk  t o  

e l i m i n a t e  s o u rc e s  o f p ro c e s s  v a ri a b i l i t y.

rA AV s  h a v e  b e c o m e  a  l e a d i n g  c a n d i d a t e  p l a t fo rm  fo r t h e  t h e ra p e u t i c  d e l i v e ry  o f in  vivo  g e n e  t h e ra p y  d u e  i n  p a rt  

t o  a  s t ro n g  s a fe t y  p rof l e  a n d  t h e i r a b i l i t y  t o  s u s t a i n  g e n e  e x p re s s i o n .  Al t h o u g h  rAAV s  m a y  b e  u t i l i z e d  i n  m a n y  

p h a rm a c e u t i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  t h i s  G u i d e  p ri m a ri l y  fo c u s e s  o n  rAAV s  i n t e n d e d  a s  a  fn a l  p ro d u c t  fo r in  vivo  g e n e  

t h e ra p y.  T h e  m e c h a n i s m  o f a c t i o n  i s  l a rg e l y  i n t e n d e d  t o  s i l e n c e  a  g e n e  ( o ft e n  i n  t h e  c a s e  o f m u t a t e d  g e n e s ) ,  re p l a c e  

a n  u n d e s i re d  g e n e  w i t h  a  t a rg e t  g e n e ,  i n c re a s e  e x p re s s i o n  o f a n  e x i s t i n g  g e n e ,  o r e x p re s s  a  n o v e l  o r s y n t h e t i c  g e n e .  

M a n u fa c t u re rs  u t i l i z i n g  rAAV  o u t s i d e  o f t h e s e  c o n t e x t s  m a y  c o n s i d e r t h e s e  p o i n t s ;  h o w e v e r,  i t  i s  o f n o t e  t h a t  v a ry i n g  

c o n s i d e ra t i o n s  a re  a p p ro p ri a t e  b a s e d  o n  t h e  i n t e n d e d  a p p l i c a t i o n  o f rA AV  t e c h n o l o g y.

1 . 1  R e g u l a t o r y  F ra m e wo r k  o n  C o m p a r a b i l i t y

I C H  Q 5 E  [ 1 ]  s t a t e s :

“Th e  go a l o f th e  co m p a ra b ility e xe rcise  is to  e n sure  th e  q u a lity,  sa fe ty,  a n d efca cy o f drug p ro du ct p ro duce d b y 

a  ch a n ge d m a n ufa ctu rin g p ro ce ss,  th ro ugh  co lle ctio n  a n d e va lua tio n  o f th e  re le va n t da ta  to  de te rm in e  wh e th e r 

th e re  m igh t b e  a n y a dve rse  im p a ct o n  th e  drug p ro duct due  to  th e  m a n ufa cturin g p ro ce ss ch a n ge s. ”

T h i s  i s  o ft e n  re fe re n c e d  a s  m a n u fa c t u re rs  d e v e l o p  i n t e rn a l  c o m p a ra b i l i t y  s t ra t e g i e s .  I n  D e c e m b e r 2 0 1 9 ,  E M A 

re l e a s e d  a  Q & A o n  c o m p a ra b i l i t y  c o n s i d e ra t i o n s  fo r AT M P s  [ 2 ]  a n d  re c o m m e n d e d  t h a t  t h e  m a n u fa c t u re r c o n s i d e r 

p ro c e s s  c o m p a ri s o n  i n  a d d i t i o n  t o  p ro d u c t  c o m p a ri s o n  i f re l e v a n t ,  e m p h a s i z i n g  t h a t  s p e c ifc  a t t ri b u t e s  s h o u l d  b e  

e x a m i n e d  a t  c e rt a i n  s t a g e s  d u ri n g  t h e  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s ,  ra t h e r t h a n  s o l e l y  t h e  D P  s t a g e .  T h e y  a l s o  h i g h l i g h t  

t h e  n e e d  fo r a  ro b u s t  c o m p a ra b i l i t y  p l a n  fo r n e w  m a n u fa c t u ri n g  s i t e s ,  l e v e ra g i n g  d a t a  fro m  p ro c e s s  p a ra m e t e rs  a n d  

i n - p ro c e s s  c o n t ro l s .

C o m p a ra b i l i t y  s t u d i e s  a re  re c o m m e n d e d  w h e n  s i g n ifc a n t  c h a n g e s  a re  i n t ro d u c e d  i n  m a n u fa c t u ri n g  a n d /o r a n a l y t i c a l  

m e t h o d s ,  i n c l u d i n g  m a j o r e q u i p m e n t  c h a n g e s ,  ra w  m a t e ri a l  c h a n g e s ,  a n d /o r i n t ro d u c i n g  t h e  p ro c e s s  i n t o  a  n e w  

fa c i l i t y,  t h a t  i s ,  c h a n g e s  t h a t  m a y  afe c t  p ro d u c t  q u a l i t y  a n d /o r s t a b i l i t y.  As  d e v e l o p m e n t  o f a  p ro d u c t  p ro g re s s e s  

t h ro u g h  t h e  d i s c o v e ry /R e s e a rc h  a n d  D i s c o v e ry  ( R & D )  s t a g e ,  c l i n i c a l  t ri a l  p h a s e s ,  a n d  c o m m e rc i a l  l a u n c h ,  

p ro d u c t  k n o w l e d g e  a n d  u n d e rs t a n d i n g  i n c re a s e s .  I t  i s  a d v i s e d  t o  p e rfo rm  p ro d u c t  c h a ra c t e ri z a t i o n  s t u d i e s  e a rl y  i n  

d e v e l o p m e n t  a s  t h e s e  d a t a  c a n  b e  u s e d  t o  e n s u re  p ro d u c t  a n d  p ro c e s s  c o n s i s t e n c y  t h ro u g h o u t  m a n u fa c t u ri n g  a n d  i s  

c ri t i c a l  t o  s u p p o rt  c o m p a ra b i l i t y  a s s e s s m e n t s  i n  l a t e r d e v e l o p m e n t .
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P a g e  8  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

D e v e l o p i n g  a  p a n e l  o f s u i t a b l e  a n a l y t i c a l  a s s a y s  fo r c o m p a ra b i l i t y  i s  h i g h l y  re c o m m e n d e d  fro m  t h e  frs t  s t e p s  o f 

d e v e l o p m e n t  a n d  s h o u l d  i n c l u d e  a d d i t i o n a l  c h a ra c t e ri z a t i o n  t e s t s  ( i n c l u d i n g  o rt h o g o n a l  m e t h o d s ) .  D u ri n g  t h e  e a rl y  

p h a s e s  o f n o n c l i n i c a l  a n d  c l i n i c a l  s t u d i e s ,  c o m p a ra b i l i t y  t e s t i n g  s h o u l d  fo c u s  o n  a s s e s s i n g  t h e  i m p a c t  t o  t h e  p ro d u c t  

s a fe t y  p rof l e .  H o w e v e r,  w h e n  c o n s i d e ri n g  c h a n g e s  i n  l a t e r d e v e l o p m e n t ,  p a rt i c u l a rl y  w h e n  c o nfrm a t o ry  c l i n i c a l  

s t u d i e s 1  h a v e  b e e n  p e rfo rm e d ,  t h e  p ri n c i p l e s  p e r I C H  Q 5 E  [ 1 ]  s h o u l d  b e  a p p l i e d .  H e re ,  a  h i g h e r d e g re e  o f s a m e n e s s  

i s  e x p e c t e d ,  a n d  a  m o re  c o m p re h e n s i v e  a n a l y t i c a l  p a c k a g e  s h o u l d  b e  i n  p l a c e .  I f a n a l y t i c a l  c o m p a ra b i l i t y  c a n n o t  b e  

a d e q u a t e l y  d e m o n s t ra t e d ,  t h e n  d a t a  fro m  n o n c l i n i c a l  o r c l i n i c a l  s t u d i e s  m a y  b e  re q u i re d .

1 . 2  I s s u e s  w i t h  r A AV  C o m p a ra b i l i t y

T h e  l i fe  s c i e n c e s  i n d u s t ry  h a s  w i t n e s s e d  c o m p a ra b i l i t y  i s s u e s  m a n i fe s t  t h ro u g h o u t  t h e  c l i n i c a l  t ri a l  p h a s e s .  W h i l e  

t h e s e  i s s u e s  w e re  n o t  a t t ri b u t e d  t o  p ro c e s s  c h a n g e s  p e r s e ,  t h e y  h i g h l i g h t  t h e  n o v e l t y  o f t h e s e  p ro d u c t s  a n d  t h e  

l e a rn i n g s  n e e d e d  t o  w i e l d  t h e m  w i t h  t h e  s a m e  m a s t e ry  s e e n  i n  m a n y  b i o l o g i c s .  AAV  v e c t o rs  a re  n o t  c o n s i d e re d  “ w e l l -

c h a ra c t e ri z e d ”  p ro d u c t s .  T h i s  c re a t e s  a  c h a l l e n g i n g  l a n d s c a p e  fo r d e m o n s t ra t i n g  c o m p a ra b i l i t y  –  a n d  w i t h  ra p i d l y  

e v o l v i n g  t e c h n o l o g y  a n d  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm s ,  t h e re  i s  a  n e e d  t o  d ri v e  c o n s e n s u s  w i t h i n  i n d u s t ry  a n d  s h a re  

i n d u s t ry  m a n u fa c t u ri n g  s t a n d a rd s .

AAV  i s  a  n o n - p a t h o g e n i c ,  re p l i c a t i o n - d e fe c t i v e ,  a n d  n o n - e n v e l o p e d  v i ru s  b e l o n g i n g  t o  t h e  Pa rvo virida e  fa m i l y.  I t  

i s  c u rre n t l y  t h e  m o s t  c o m m o n  g e n e  t h e ra p e u t i c  m o d a l i t y  u s e d  t o  d e l i v e r v i ra l - b a s e d  g e n e  t h e ra p y  in  vivo  [ 3 ] .  AAV  

c o n s i s t s  o f a  s i n g l e - s t ra n d e d  D N A g e n o m e  t h a t  i s  p a c k a g e d  i n  a  c a p s i d ,  c o m m o n l y  c o n t a i n i n g  t h re e  s t ru c t u ra l  

p ro t e i n s ,  V P 1 ,  V P 2 ,  a n d  V P 3 ,  t h a t  a re  a s s e m b l e d  i n t o  a  6 0 - s u b u n i t  t h re e - d i m e n s i o n a l  i c o s a h e d ra l  s t ru c t u re  t o  

e n c a p s u l a t e  t h e  v i ra l  g e n o m e  c o n s i s t i n g  o f ~ 4 . 8  k i l o b a s e s .

T h e  c o m p l e x  s t ru c t u re  m a y  c o n t a i n  m u l t i p l e  s i t e s  s u s c e p t i b l e  t o  p o s t - t ra n s l a t i o n a l  a n d  c h e m i c a l  m o d ifc a t i o n s  t o  

t h e  c a p s i d  a s  w e l l  a s  t h e  t h e ra p e u t i c  s e q u e n c e .  S u c h  m o d ifc a t i o n s ,  a s  w e l l  a s  m i s - a s s e m b l y,  fra g m e n t a t i o n  a n d /

o r a g g re g a t i o n  c a n  o c c u r a t  v a ri o u s  l e v e l s  d u ri n g  t h e  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s  i n c l u d i n g  c e l l  c u l t u re ,  p u rifc a t i o n ,  

fo rm u l a t i o n ,  a n d /o r s t o ra g e  u n d e r s e l e c t e d  c o n d i t i o n s .  T h e  i n h e re n t  c o m p l e x i t y  a n d  t y p i c a l l y  h e t e ro g e n e o u s  n a t u re  

o f rAAV  p ro d u c t s  m a k e  c o n s i s t e n t  p ro d u c t  q u a l i t y  c h a l l e n g i n g  s i n c e  a n y  c h a n g e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  i m p a c t  p ro d u c t  

q u a l i t y,  s a fe t y,  a n d  efc a c y.  As  a  re s u l t ,  p ro c e s s - c h a n g e  ri s k  a s s e s s m e n t s  a re  m o re  c ri t i c a l  fo r p i v o t a l  c l i n i c a l  m a t e ri a l ,  

re q u i ri n g  i n c re a s e d  p ro d u c t  a n d  p ro c e s s  u n d e rs t a n d i n g  o f C ri t i c a l  Q u a l i t y  At t ri b u t e s  ( C Q As )  a n d  a s s o c i a t e d  C ri t i c a l  

P ro c e s s  P a ra m e t e rs  ( C P P s ) .  W h i l e  t ra d i t i o n a l l y  a n y  p ro c e s s  c h a n g e  t h a t  c o u l d  afe c t  C Q As  s h o u l d  b e  c o n s i d e re d  a  

m a j o r c h a n g e ,  t h e  n o v e l t y  o f AAV  v e c t o rs  re q u i re s  b ro a d e n i n g  t h e  t ra d i t i o n a l  c o m p a ra b i l i t y  a s s e s s m e n t  t o  h o l i s t i c a l l y  

u n d e rs t a n d  t h e  i m p a c t  o f t h e  c h a n g e  t o  t h e  p ro c e s s  a n d  p ro d u c t .  C o m p a re d  t o  re c o m b i n a n t  p ro t e i n  b i o l o g i c s ,  b o t h  

p ro d u c t  a n d  p ro c e s s  u n d e rs t a n d i n g  fo r rAAV  p ro d u c t s  i s  s t i l l  v e ry  l i m i t e d ;  c o n s e q u e n t l y,  t h e re  i s  a  c h a l l e n g e  i n  C Q A 

a n d  C P P  e s t a b l i s h m e n t ,  i n c l u d i n g  t o l e ra n c e  ra n g e s  a n d  u n d e rs t a n d i n g  t h e  C Q A s  t h a t  h a v e  a  d i re c t  efe c t  o n  p a t i e n t  

s a fe t y  a n d  p ro d u c t  q u a l i t y.  To  a c h i e v e  c o m p a ra b l e  p ro d u c t s ,  t h e  u n d e rp i n n i n g  s c i e n t ifc  k n o w l e d g e  s u rro u n d i n g  C Q A 

a n d  C P P  n e e d s  t o  b e  g e n e ra t e d  a n d  o p t i m i z e d ,  a l o n g  w i t h  a  s u i t e  o f s t a n d a rd  a n a l y t i c a l  m e t h o d s .

1 . 3  P u r p o s e  a n d  S c o p e

T h e  p u rp o s e  o f t h i s  G u i d e  i s  t o  p ro v i d e  i n d u s t ry  w i t h  re c o m m e n d a t i o n s  w h e n  d e s i g n i n g  a  c o m p a ra b i l i t y  s t ra t e g y  fo r 

rA AV  v e c t o r p ro d u c t s ,  t a k i n g  i n t o  c o n s i d e ra t i o n  t h a t  rAAV  v e c t o rs  a re  a  m a j o r in  vivo  g e n e  t h e ra p y  s u b t y p e  e v a l u a t e d  

i n  c l i n i c a l  t ri a l s  [ 3 ] .  T h i s  G u i d e  fo c u s e s  o n  rAAV  p ro d u c t s  u s e d  fo r in  vivo  g e n e  t h e ra p y  a n d  t h e i r m a n u fa c t u ri n g  

p ro c e s s e s  c o n s i d e ri n g  p ro c e s s  c h a n g e s  t h ro u g h o u t  t h e  p ro d u c t  l i fe c y c l e  a n d  a n a l y t i c a l  m e t h o d  c h a n g e s .

T h i s  I S P E  G u i d e  a l i g n s  w i t h  F D A a n d  E M A g u i d e l i n e s  a n d  re q u i re m e n t s  fo r rAAV  v e c t o r c o m p a ra b i l i t y.  I t  p ro v i d e s  

c o n s i d e ra t i o n s  fo r e v a l u a t i n g  t h e  c o m p a ra b i l i t y  o f rAAV  v e c t o r p ro d u c t s  p re  a n d  p o s t - c h a n g e  t o  t h e  m a n u fa c t u ri n g  

p ro c e s s  a n d  p ro p o s e s  s t ra t e g i e s  t o  a d d re s s  t h e  u n i q u e  c h a l l e n g e s  p o s e d  b y  t h i s  n e w  c l a s s  o f p ro d u c t s  w h e n  

a s s e s s i n g  t h e i r c o m p a ra b i l i t y.

1  C o nfrm a t o ry  c l i n i c a l  s t u d i e s  a re  t y p i c a l l y  s t u d i e s  i n t e n d e d  t o  p ro v i d e  p ri m a ry  e v i d e n c e  o f efe c t i v e n e s s  t o  s u p p o rt  a  m a rk e t i n g  a p p l i c a t i o n .
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  9

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

Note:  T h i s  G u i d e  i n c l u d e s  d i s c u s s i o n  o f p ro p ri e t a ry  t e c h n o l o g i e s  t o  c o n v e y  p ra c t i c a l  i n fo rm a t i o n  t o  t h e  re a d e rs .  I n  n o  

w a y  d o e s  t h i s  G u i d e  e n d o rs e  o r p ro m o t e  t h e  u s e  o f s p e c ifc  t e c h n o l o g i e s  o r e q u i p m e n t .

1 . 4  S t r u c t u r e  o f  t h e  G u i d e

T h i s  G u i d e  i s  d i v i d e d  a s  fo l l o w s :

•  C h a p t e r 2 :  rAAV  G e n e  T h e ra p y  M a n u fa c t u ri n g  P ro c e s s e s

 T h i s  c h a p t e r d e s c ri b e s  v a ri o u s  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm s ,  c o n s i d e ra t i o n s  fo r p ro c e s s  p a ra m e t e rs ,  p ro c e s s  

t re n d i n g  a n d  p ro c e s s  c a p a b i l i t y.

•  C h a p t e r 3 :  An a l y t i c a l  Te c h n i q u e s

 T h i s  c h a p t e r fo c u s e s  o n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  t h a t  m a y  b e  a p p l i c a b l e  t o  rAAV  c o m p a ra b i l i t y  s t u d i e s .

•  C h a p t e r 4 :  C o m p a ra b i l i t y

 T h i s  c h a p t e r re v i e w s  t h e  c o m p a ra b i l i t y  c o n c e p t  a n d  s t ra t e g y  a t  v a ri o u s  s t a g e s .

•  C h a p t e r 5 :  Ap p e n d i x  1  –  C a s e  S t u d i e s
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  1 1

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

2  r A AV  G e n e  T h e r a p y  M a n u fa c t u r i n g  
P r o c e s s e s

2 . 1  I n t r o d u c t i o n

T h i s  c h a p t e r p re s e n t s  k e y  a s p e c t s  o f t h e  rAAV  g e n e  t h e ra p y  m a n u fa c t u ri n g ,  i n c l u d i n g  p ro c e s s  u n d e rs t a n d i n g ,  u n i t  

o p e ra t i o n s ,  C P P s ,  p ro c e s s  t re n d i n g ,  s a m p l i n g ,  a n d  Q u a l i t y  C o n t ro l  ( Q C ) .

rA AV  m a n u fa c t u ri n g  h a s  s i g n ifc a n t l y  p ro g re s s e d  o v e r t h e  l a s t  fe w  d e c a d e s .  W h i l e  i n i t i a l  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s  

w e re  d e v e l o p e d  fo r t h e  l a b o ra t o ry  s c a l e ,  t h e  re c e n t  e m e rg e n c e  a n d  ri s e  o f g e n e  t h e ra p y  p ro d u c t s  h a s  p u s h e d  fo r 

n e w  p ro c e s s e s  t o  e n a b l e  c o m m e rc i a l  v i a b i l i t y  [ 4 ] .  P ro d u c t i o n  m e t h o d s  o ri g i n a l l y  d e v e l o p e d  fo r t h e  l a b o ra t o ry  s c a l e  

h a v e  p re s e n t e d  c h a l l e n g e s  w i t h  s c a l i n g .  To  a n s w e r t h e  c a l l ,  m u l t i p l e  p l a t fo rm s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  p ro d u c e  a n d  

p u ri fy  rAAV  p ro d u c t s .  T h e  u p s t re a m  p l a t fo rm  s e l e c t i o n  d e t e rm i n e s  t h e  h o s t  c e l l  t y p e  a n d  m e t h o d  o f g e n e  d e l i v e ry.  

H i s t o ri c a l l y,  s m a l l - s c a l e  p ro d u c t i o n  m e t h o d s  u t i l i z e d  a d h e re n t  H E K 2 9 3  c e l l s  a n d  t ri p l e - t ra n s fe c t i o n  m e t h o d s  d u e  t o  t h e  

l a b o ra t o ry  s c a l e  d e v e l o p m e n t  a n d  p ro d u c t  q u a n t i t y  re q u i re m e n t .  P ro c e s s  a d v a n c e m e n t s  s u c h  a s  s u s p e n s i o n  c u l t u re  

a d a p t a t i o n ,  s t a b l e  p ro d u c e r c e l l  l i n e s ,  a n d  i n s e c t  c e l l  p ro d u c t i o n  p l a t fo rm s  h a v e  e n a b l e d  l a rg e - s c a l e  m a n u fa c t u ri n g  o f 

rA AV  p ro d u c t s  ( s e e  F i g u re  2 . 1 ) .

F i g u re  2 . 1 :  E x a m p l e  o f S m a l l  S c a l e  v e rs u s  L a rg e  S c a l e  U p s t re a m  M a n u fa c t u ri n g  F o rm a t s

I n  g e n e ra l ,  t h e  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  k e y  u n i t  o p e ra t i o n s ,  i n c l u d i n g  c e l l  e x p a n s i o n ,  g e n e  

d e l i v e ry,  h a rv e s t ,  p u rifc a t i o n ,  d ru g  s u b s t a n c e  b u l k  f l l ,  a n d  D P  f l l  fn i s h .  W h i l e  v a ri a t i o n s  e x i s t  d e p e n d i n g  o n  t h e  

p ro d u c t i o n  p l a t fo rm ,  t h i s  c h a p t e r p re s e n t s  a  h o l i s t i c  o v e rv i e w  o f t h e  p u rp o s e  a n d  d ife re n c e s  o f t h e  c o m m o n  u n i t  

o p e ra t i o n s  e n c o u n t e re d  a c ro s s  v a ri o u s  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm s .  K e y  p ro c e s s  p a ra m e t e rs  a n d  p ro c e s s  t re n d i n g  

a re  a l s o  d i s c u s s e d .
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P a g e  1 2  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

2 . 2  P r o c e s s  U n d e r s t a n d i n g

2. 2. 1 B a ckgro un d

S e v e ra l  o f t h e  u n i t  o p e ra t i o n s  w i t h i n  t h e  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s  s h a re  s i m i l a ri t i e s ,  d ra w i n g  u p o n  t h e  k n o w l e d g e  

b a s e  o f e s t a b l i s h e d  b i o l o g i c s  s u c h  a s  M o n o c l o n a l  An t i b o d y  ( m Ab )  p ro d u c t s  ( i . e . ,  c e l l  e x p a n s i o n ,  c l a rifc a t i o n ,  

c h ro m a t o g ra p h y ) .  W h i l e  t h e  a fo re m e n t i o n e d  u n i t  o p e ra t i o n s  a d h e re  t o  a n  i n d u s t ry  s t a n d a rd  b i o l o g i c s  m a n u fa c t u ri n g  

p l a t fo rm ,  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s  t o d a y  a re  c o n s i d e ra b l y  m o re  v a ri a b l e  i n  t h e  s e l e c t i o n  o f h o s t  c e l l  t y p e  

( i . e . ,  H E K 2 9 3 ,  S F 9 ,  H e L a )  a s  w e l l  a s  i n  t h e  rAAV  g e n e  d e l i v e ry  m e t h o d  ( t ra n s i e n t  t ra n s fe c t i o n  o f p a c k a g i n g  c e l l s ,  

e t c . ) .  E a c h  o f t h e s e  p l a t fo rm s  h a s  a d v a n t a g e s ,  d i s a d v a n t a g e s ,  a n d  a n  i m p a c t  o n  t h e  u p s t re a m  a n d  d o w n s t re a m  

o p e ra t i o n s ,  i n c l u d i n g  d ife re n c e s  i n  i m p u ri t y  p rof l e s  d e p e n d i n g  o n  t h e  p l a t fo rm  u s e d .

Ad d i t i o n a l l y,  p l a t fo rm  s e l e c t i o n  w i l l  i m p a c t  t h e  m a n u fa c t u ri n g  s c a l e  t h a t  c a n  b e  a c h i e v e d .  T h e  v e c t o r d e m a n d  fo r 

s m a l l  c l i n i c a l  a n d /o r o rp h a n  d ru g  p ro g ra m s  c a n  b e  m e t  w i t h  s m a l l - s c a l e  rAAV  p ro d u c t i o n  fo rm a t s  a s  s h o w n  i n  F i g u re  

2 . 1 ;  h o w e v e r,  l a rg e - s c a l e  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  i s  re q u i re d  fo r p ro g ra m s  w i t h  l a rg e  p a t i e n t  p o p u l a t i o n s .  H E K 2 9 3  a n d  

t ra n s i e n t  t ra n s fe c t i o n  a re  t h e  m o s t  w i d e l y  a d o p t e d  h o s t  c e l l  t y p e  a n d  rAAV  g e n e s  d e l i v e ry  m e t h o d ,  y e t  s c a l e - u p  

c h a l l e n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm ,  s u c h  a s  t ra n s fe c t i o n  efc i e n c y  a n d  rAAV  y i e l d ,  h a v e  d ri v e n  

p ro c e s s  e v o l u t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  o f a l t e rn a t i v e  p l a t fo rm s  [ 5 ] .

As  t h e  d e m a n d  o f rAAV  m a n u fa c t u ri n g  i n c re a s e s ,  t h e  s c a l e - o u t  v e rs u s  s c a l e - u p  o f u n i t  o p e ra t i o n s  h a s  b e e n  a n  

i n c re a s e d  t o p i c  o f d i s c u s s i o n .  W h i l e  t ra d i t i o n a l  a n d  p ro v e n  m e t h o d s  o f u s i n g  a d h e re n t  c e l l  c u l t u re s  e x i s t ,  t h e  c e l l -

c u l t u re  v o l u m e  l i m i t a t i o n s  l e n d  t h i s  o p e ra t i o n  t o  a  s c a l e - o u t  a p p ro a c h  t o  i n c re a s e  m a n u fa c t u ri n g  c a p a c i t y.  R e c e n t  

i n n o v a t i o n s  i n  t h e  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  s p a c e ,  h o w e v e r,  a re  e n a b l i n g  fu rt h e r s c a l e - u p  a p p ro a c h e s  w i t h  t h e  i n c re a s e d  

u s e  o f l a rg e - s c a l e  s u s p e n s i o n  o r a d h e re n t  c e l l  e x p a n s i o n  b i o re a c t o r p l a t fo rm s  ( s e e  F i g u re  2 . 2 ) .  H y b ri d  a p p ro a c h e s  

fo r s c a l e - u p  a n d  s c a l e - o u t  c a n  a l s o  b e  i m p l e m e n t e d  t o  i n c re a s e  rAAV  p ro d u c t  o u t p u t ,  fo r e x a m p l e  b y  s c a l i n g - o u t  

m u l t i p l e  p ro d u c t i o n  b i o re a c t o rs  a t  t h e  h i g h e s t  a c h i e v a b l e  v o l u m e t ri c  s c a l e .

S c a l i n g - u p  u p s t re a m  a n d  d o w n s t re a m  o p e ra t i o n s  t o  m e e t  m a n u fa c t u ri n g  d e m a n d  i s  a  p ro v e n  a p p ro a c h  i n  t h e  

b i o l o g i c s  fe l d .  C h a l l e n g e s  u n i q u e  t o  t h e  u p s t re a m  s c a l e - u p  o f rAAV  m a n u fa c t u ri n g  i n c l u d e  s c a l i n g  o f t h e  g e n e  

d e l i v e ry  m e t h o d  ( t ra n s i e n t  t ra n s fe c t i o n ,  s t a b l e  c e l l s ,  e t c . ) ,  l y s i s ,  a n d  c l a rifc a t i o n  [ 5 ]  [ R 4 ] .  F o l l o w i n g  h a rv e s t  a n d  

c l a rifc a t i o n ,  d o w n s t re a m  p u rifc a t i o n  b e a rs  s i m i l a ri t i e s  t o  o t h e r b i o l o g i c s  p ro c e s s e s  w i t h  c h a l l e n g e s  u n i q u e  t o  rAAV  

p ro d u c t s  s u c h  a s  t h e  c a p t u re  o f v a ri o u s  AAV  s e ro t y p e s ,  t h e  s e p a ra t i o n  o f e m p t y /fu l l  c a p s i d s ,  a n d  t h e  re m o v a l  o f 

re s i d u a l  i m p u ri t i e s  [ 6 ] .
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F i g u re  2 . 2 :  S c a l e - O u t  ( A d h e re n t )  v e rs u s  S c a l e - U p  ( A d h e re n t  a n d  S u s p e n s i o n )

T h e  s c a l e  a n d  t h e  n e e d  fo r s h o rt  a n d  n u m e ro u s  p ro d u c t i o n  c a m p a i g n s  o f rA AV  m a n u fa c t u ri n g  u n i t  o p e ra t i o n s  l e n d s  

t h e m  w e l l  t o  t h e  a d o p t i o n  o f s i n g l e - u s e  e q u i p m e n t  [ 6 ] .  U t i l i z a t i o n  o f s i n g l e - u s e  t e c h n o l o g y  a n d  e n s u ri n g  p ro c e s s  

c l o s u re  w i t h  c l o s e d  fu i d  t ra n s fe r a n d  s a m p l i n g  c o n s u m a b l e s  c a n  e n a b l e  a  m o re  ro b u s t  p ro c e s s  d e s i g n  a n d  a  fe x i b l e  

fa c i l i t y  d e s i g n  t h a t  t a k e s  a d v a n t a g e  o f s i m p l ife d  e q u i p m e n t  a n d  s u i t e  t u rn o v e r b e t w e e n  p ro d u c t  b a t c h e s  [ 7 ] .
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W h e n  d e s i g n i n g  s i n g l e - u s e  e q u i p m e n t  a n d  s y s t e m s  t y p i c a l  e n g i n e e ri n g  d e s i g n  p ra c t i c e s  s h o u l d  b e  fo l l o w e d .  D e s i g n  

c o n s i d e ra t i o n s  s u c h  a s  p re s s u re  a n d  fo w  ra t i n g s ,  m a t e ri a l  c o m p a t i b i l i t y,  e q u i p m e n t  l a y o u t ,  t u b i n g  s u p p o rt s  a n d  

ro u t i n g ,  c o m p o n e n t  s t a n d a rd i z a t i o n ,  a s  w e l l  a s  t h e  n e e d  fo r e n g i n e e ri n g  d o c u m e n t a t i o n  s u c h  a s  s p e c ifc a t i o n s  

a n d  p ro c e s s  d ra w i n g s  ( p i p i n g  a n d  i n s t ru m e n t a t i o n  d i a g ra m s ,  p ro c e s s  fo w  d i a g ra m s ,  g e n e ra l  a rra n g e m e n t s )  a re  

a  fe w  e x a m p l e s  o f i t e m s  t h a t  s h o u l d  b e  e v a l u a t e d .  W h e n  u n a b l e  t o  e n s u re  c l o s u re  t h ro u g h o u t  t h e  e n t i re  p ro c e s s ,  

a p p ro p ri a t e  v a l i d a t i o n  o f t h e  o p e n  p ro c e s s  s t e p s  i s  re q u i re d  t o  p ro t e c t  t h e  p ro d u c t  fro m  c o n t a m i n a t i o n  [ 8 ] .  To  re n d e r 

t h e  o p e n  p ro c e s s  s t e p  fu n c t i o n a l l y  c l o s e d ,  v a l i d a t e d  c l e a n i n g  p ro c e d u re s  m a y  i n c l u d e  in  situ c h e m i c a l  fu s h e s /

s a n i t i z a t i o n ,  a n d /o r p e rfo rm i n g  a s e p t i c  c o n n e c t i o n s  u n d e r l a m i n a r fo w  o f a  B i o l o g i c a l  S a fe t y  C a b i n e t  ( B S C ) .  

Al t e rn a t i v e l y,  t h e  o p e n  p ro c e s s  s t e p  c a n  b e  p e rfo rm e d  i n  a n  i s o l a t o r.

S i n g l e - u s e  e q u i p m e n t  c o m p o n e n t s  re q u i re  a n  e v a l u a t i o n  o f t h e  p o t e n t i a l  i m p a c t  o f l e a c h a b l e s  a n d  e x t ra c t a b l e s  o n  

rAAV  p ro d u c t  p u ri t y  a n d  w i l l  b e  i n c l u d e d  i n  t h e  fn a l  p ro d u c t  i m p u ri t i e s  t e s t s  ( S e e  C h a p t e r 3  fo r fu rt h e r d e t a i l s  o n  

l e a c h a b l e  a n d  e x t ra c t a b l e  t e s t i n g ) .  S t a i n l e s s  s t e e l  s y s t e m s  a re  n o t  c o m m o n l y  u s e d  fo r rAAV  m a n u fa c t u ri n g  d u e  t o  

t h e  ri s k  o f v i ra l  v e c t o r p ro d u c t  c o n t a m i n a t i o n .  P ro c e s s  c l o s u re  a n d  s i n g l e - u s e  e q u i p m e n t  t e c h n o l o g y  a re  e s s e n t i a l  

t o  m i n i m i z i n g  p ro d u c t  c o n t a m i n a t i o n  a n d  c ro s s - c o n t a m i n a t i o n  b e t w e e n  d ife re n t  p ro d u c t s ,  u l t i m a t e l y  e n s u ri n g  rAAV  

p ro d u c t  q u a l i t y  a n d  s a fe t y.

T h e  fo l l o w i n g  s e c t i o n s  p ro v i d e  a n  o v e rv i e w  o f t h e  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s  d e v e l o p e d  a c ro s s  t h e  rAAV  g e n e  t h e ra p y  

fe l d  t o  h e l p  c o n t e x t u a l i z e  t h e  b ro a d  p o s s i b i l i t i e s  o f p ro c e s s  c h a n g e s  i m p a c t i n g  p ro d u c t  q u a l i t y  a n d  c o m p a ra b i l i t y  

s t ra t e g i e s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r 4 .

2. 2. 2 Un it O p e ra tio n  A lign m e n t

T h i s  s e c t i o n  p ro v i d e s  a  h i g h - l e v e l  o u t l i n e  o f a  re p re s e n t a t i v e  rAAV  g e n e  t h e ra p y  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s  a n d  t h e i r 

n u a n c e s  g i v e n  t h e  v a ri e t y  o f c e l l  t y p e s ,  u p s t re a m  p l a t fo rm s ,  g e n e  d e l i v e ry  m e t h o d s ,  a n d  p u rifc a t i o n  t e c h n i q u e s .  

Ty p i c a l  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s  u t i l i z e  s u s p e n s i o n  H E K 2 9 3  o r S F 9  c e l l s  t o  p a c k a g e  rAAV,  fo l l o w e d  b y  afn i t y  

c a p t u re  a n d  i o n  e x c h a n g e  p o l i s h i n g  c h ro m a t o g ra p h y  d o w n s t re a m  s t e p s .  H o w e v e r,  a  g i v e n  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s  

c a n  l e v e ra g e  a  c o m b i n a t i o n  o f o rt h o g o n a l  a p p ro a c h e s ,  p re s e n t i n g  a  c h a l l e n g e  t o  d e s c ri b e  a  s i n g l e  u n ife d  rAAV  

m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s .  I n s t e a d ,  t h e  s e c t i o n s  b e l o w  p re s e n t  t h e  g e n e ra l  u n i t  o p e ra t i o n  c a t e g o ri e s  a n d  p ro v i d e  a n  

o v e rv i e w  o f t h e  v a ri a t i o n s  t h a t  c a n  b e  e n c o u n t e re d  fo r e a c h  u n i t  o p e ra t i o n ,  s t a rt i n g  w i t h  i n i t i a l  c e l l  b a n k  g e n e ra t i o n ,  

s e l e c t i o n  o f p l a t fo rm  a n d  g e n e  d e l i v e ry  m e t h o d ,  d o w n s t re a m  p u rifc a t i o n ,  a n d  D P  f l l  a n d  fn i s h .  A g e n e ra l i z e d  b l o c k  

fo w  d i a g ra m  i s  s h o w n  i n  F i g u re  2 . 3 .
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F i g u re  2 . 3 :  H i g h - L e v e l  O u t l i n e  o f a  rA AV  G e n e  T h e ra p y  M a n u fa c t u ri n g  P ro c e s s

F i g u re  2 . 3  s h o w s  a n  o v e rv i e w  o f t h e  rAAV  p ro c e s s ,  a n d  t h e  p o t e n t i a l  a s s o c i a t e d  I n - P ro c e s s  Te s t i n g  ( I P T )  a n d  

R e l e a s e  Te s t i n g  ( RT )  p o i n t s .  E x a m p l e s  o f p o t e n t i a l  I P T  t e s t i n g  a re  c e l l s  c o u n t  a n d  v i a b i l i t y,  b i o b u rd e n ,  m y c o p l a s m a ,  

M y c o b a c t e ri a ,  in  vitro  a d v e n t i t i o u s  v i ru s  t e s t i n g ,  g e n o m e  t i t e r,  t o t a l  D N A,  fu l l /e m p t y  c a p s i d ,  a n d  p ro c e s s - re l a t e d  

i m p u ri t i e s  t e s t i n g .  E x a m p l e s  o f p o t e n t i a l  D ru g  S u b s t a n c e  ( D S )  re l e a s e  t e s t i n g  a re  i d e n t i t y,  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y,  rAAV  

g e n o m e  t i t e r,  p u ri t y  a n d  i m p u ri t i e s ,  b i o b u rd e n ,  a n d  e n d o t o x i n .  E x a m p l e s  o f p o t e n t i a l  D ru g  P ro d u c t  ( D P )  re l e a s e  

t e s t i n g  a re  a p p e a ra n c e ,  o s m o l a ri t y,  p H ,  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y,  q u a n t i t y  ( v i ru s  t i t e r,  i n fe c t i o u s  v i ru s  t i t e r) ,  p u ri t y  a n d  

i m p u ri t i e s ,  s a fe t y  t e s t i n g  ( e n d o t o x i n ,  s t e ri l i t y,  C C I ,  p a rt i c u l a t e s ,  e t c . ) .  S e e  C h a p t e r 3  fo r d e t a i l s  o n  a s s a y  m e t h o d s  

a n d  fu rt h e r d e s c ri p t i o n s .  N o t e  t h a t  c e l l  b a n k  g e n e ra t i o n  a n d  p l a s m i d  p ro d u c t i o n  a re  i n c l u d e d  a s  ra w  m a t e ri a l s  fo r 

re fe re n c e  o n l y  a n d  a re  o u t s i d e  t h e  s c o p e  o f t h i s  G u i d e .

2 . 2. 2 . 1  Ce ll L in e s

T h i s  s e c t i o n  fo c u s e s  o n  a v a i l a b l e  rAAV  p a c k a g i n g  c e l l  l i n e s  c o m m o n l y  u s e d  fo r c l i n i c a l  a n d  c o m m e rc i a l  

m a n u fa c t u ri n g  a n d  i s  n o t  i n t e n d e d  t o  b e  e x h a u s t i v e .  As s o c i a t e d  p l a t fo rm  t e c h n o l o g i e s  a re  d e s c ri b e d  i n  S e c t i o n  

2 . 2 . 2 . 2 .  Ta b l e  2 . 1  s u m m a ri z e s  a t t ri b u t e s  fo r t h e  c e l l  l i n e  o p t i o n s  d i s c u s s e d ,  i n c l u d i n g  c o m m o n  a t t ri b u t e s ,  a d v a n t a g e s ,  

a n d  d i s a d v a n t a g e s .

T h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm  fo r rAAV  u t i l i z e s  m a m m a l i a n  c e l l s  i s o l a t e d  fro m  H u m a n  E m b ry o n i c  

K i d n e y  ( H E K ) ,  c o m m o n l y  k n o w n  a s  H E K 2 9 3 .  T h e s e  c e l l s  w e re  t ra n s fo rm e d  w i t h  a  s h e a re d  A d e n o v i ru s  5  ( Ad 5 )  

g e n o m e .  A 4  k b  fra g m e n t  o f t h e  Ad 5  g e n o m e  w a s  s t a b l y  i n t e g ra t e d ,  re s u l t i n g  i n  c o n s t i t u t i v e  e x p re s s i o n  o f t h e  Ad 5  

E 1 a  a n d  E 1 b  g e n e s  [ 9 ] .  H E K 2 9 3 T  c e l l s  a re  a  w e l l - k n o w n  d e ri v a t i v e  o f t h e  H E K 2 9 3  c e l l  l i n e ,  c re a t e d  b y  s t a b l y  

t ra n s fe c t i n g  t h e  S V 4 0  l a rg e  T a n t i g e n  i n t o  H E K 2 9 3  c e l l s .  T h e  S V 4 0  T a n t i g e n  t ra n s fo rm a t i o n  e n a b l e d  H E K 2 9 3 T  

c e l l s  t o  p ro d u c e  l a rg e  q u a n t i t i e s  o f re c o m b i n a n t  p ro t e i n  fro m  p l a s m i d  v e c t o rs  c o n t a i n i n g  t h e  S V 4 0  p ro m o t e r,  m a k i n g  

t h e m  m o re  efc i e n t  fo r v i ra l  v e c t o r p ro d u c t i o n  t h a n  t h e  p a re n t  H E K 2 9 3  c e l l  l i n e .  H E K 2 9 3 T  c e l l s  h a v e  b e e n  s h o w n  
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P a g e  1 6  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

 R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

t o  h a v e  h i g h e r p ro l i fe ra t i o n  a n d  i m p ro v e d  t ra n s fe c t i o n  efc i e n c y  c o m p a re d  t o  H E K 2 9 3  c e l l s  [ 1 0 ] .  B o t h  H E K 2 9 3  a n d  

H E K 2 9 3 T  c e l l  l i n e s  a re  t u m o ri g e n i c ;  h o w e v e r,  H E K 2 9 3 T  c e l l s  p re s e n t  a n  e l e v a t e d  s a fe t y  c o n c e rn  d u e  t o  t h e  p o t e n t i a l  

o f a d d i t i o n a l  S V 4 0 - m e d i a t e d  t u m o ri g e n i c i t y  [ 1 1 ,  1 2 ] .  T h e  H E K 2 9 3  a n d  H E K 2 9 3 T  c e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  s u c c e s s fu l l y  

a d a p t e d  fo r s u s p e n s i o n  g ro w t h  a n d  s u b c l o n e d  t o  fa c i l i t a t e  s c a l e - u p  a n d  h i g h e r p ro d u c t i o n  y i e l d s ,  re s p e c t i v e l y  [ 1 3 ] .  

Ad h e re n t  fo rm a t  s y s t e m s  a re  a l s o  re a d i l y  a v a i l a b l e  t o  s c a l e  p l a t fo rm s  d e v e l o p e d  i n  a  2 D  a d h e re n t  H E K 2 9 3 ( T )  c u l t u re .

R e s e m b l i n g  t h e  m o d e  o f H E K 2 9 3  i m m o rt a l i z a t i o n ,  h u m a n  a m n i o c y t e  c e l l s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  b y  ro u t i n e  

a m n i o c e n t e s i s  p ro c e d u re s  a n d  s u b s e q u e n t l y  t ra n s fo rm e d  w i t h  a  d efn e d  g e n e  fra g m e n t  e n c o d i n g  t h e  e s s e n t i a l  

Ad e n o v i ru s  E 1 a  a n d  E 1 b  g e n e s  t o  c re a t e  a t t ra c t i v e  c e l l  l i n e s  t h a t  e n a b l e  s c a l a b l e  h i g h - t i t e r p ro d u c t i o n  o f v i ra l  v e c t o rs  

s u c h  a s  Ad e n o v i ru s  a n d  rAAV  [ 1 4 ,  1 5 ] .  Am n i o c y t e  c e l l s  h a v e  b e e n  s u b c l o n e d  t o  i s o l a t e  h i g h - y i e l d i n g  p ro d u c e rs  a n d  

s c a l e d  u s i n g  s u s p e n s i o n  b i o re a c t o rs  [ 1 5 ] .

B a b y  H a m s t e r K i d n e y  ( B H K )  c e l l s  w e re  d e ri v e d  fro m  n e w b o rn  h a m s t e rs  u s i n g  s i n g l e - c e l l  i s o l a t i o n  a n d  i m m o rt a l i z e d  

v i a  p o l y o m a  v i ru s  t ra n s fo rm a t i o n  [ 1 7 ] .  T h e  c o m m o n l y  u s e d  B H K - 2 1  ( C - 1 3 )  c l o n a l  c e l l  l i n e  h a s  w i d e s p re a d  

a p p l i c a t i o n s  ra n g i n g  fro m  v a c c i n e  p ro d u c t i o n  t o  ra b i e s  t e s t i n g  a n d  rAAV  p ro d u c t i o n .  B H K  c e l l s  a d a p t e d  t o  s u s p e n s i o n  

c u l t u re  p ro v i d e  a n o t h e r s c a l a b l e  o p t i o n  fo r c l i n i c a l  a n d  c o m m e rc i a l  m a n u fa c t u ri n g  [ 1 8 ,  1 9 ] .

H e L a  c e l l s ,  w e re  t h e  frs t  c u l t u re d  i m m o rt a l  h u m a n  c e l l s .  T h e y  w e re  i s o l a t e d  fro m  c e rv i c a l  a d e n o c a rc i n o m a  t i s s u e  

c o l l e c t e d  a t  J o h n s  H o p k i n s  H o s p i t a l  i n  1 9 5 1  [ 2 0 ] .  S i n c e  t h e i r d i s c o v e ry  a n d  p ro p a g a t i o n ,  H e L a  c e l l s  h a v e  b e e n  

w i d e l y  u s e d  i n  s c i e n t ifc  re s e a rc h  a n d  d e v e l o p m e n t .  T h e i r h i g h  ra t e  o f p ro l i fe ra t i o n  h a s  m a d e  H e L a  c e l l s  a n  a t t ra c t i v e  

c a n d i d a t e  fo r m a n u fa c t u ri n g  b i o l o g i c s  a n d  v i ra l  v e c t o rs ,  re s u l t i n g  i n  t h e  e n g i n e e ri n g  o f m u l t i p l e  d e ri v a t i v e s  o f t h e  

o ri g i n a l  c e l l  l i n e  i n  b o t h  a d h e re n t  a n d  s u s p e n s i o n  fo rm a t s  [ 2 1 ] .

I n  a d d i t i o n  t o  m a m m a l i a n  c e l l s ,  s e v e ra l  i n s e c t  c e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  a s  rAAV  p a c k a g i n g  c e l l s .  T h e  m o s t  

c o m m o n l y  u s e d  S F 9  c e l l s  w e re  i s o l a t e d  fro m  t h e  p u p a l  o v a ri a n  t i s s u e  o f S p o d o p t e ra  F ru g i p e rd a ,  a  fa l l  a rm y w o rm  a n d  

m a j o r a g ri c u l t u ra l  p e s t  t h ro u g h o u t  t h e  Am e ri c a n  c o n t i n e n t s  [ 2 2 ] .  T h e  S F 9  c e l l  l i n e  h a s  b e e n  s u c c e s s fu l l y  c u l t u re d  i n  

s u s p e n s i o n  a n d  w a s  a d o p t e d  i n  s c a l a b l e  B a c u l o v i ru s  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm s  t o  p ro d u c e  rAAV  [ 2 3 ] .

Ta b l e  2 . 1 :  A d v a n t a g e s  a n d  D i s a d v a n t a g e s  o f C o m m o n l y  U s e d  rA AV  P a c k a g i n g  C e l l  L i n e s

C e l l  L i n e At t ri b u t e s C h a l l e n g e s  a n d  C o n s i d e ra t i o n s

H E K2 9 3 ( T ) •  L a rg e s t  e x i s t i n g  b o d y  o f c l i n i c a l /c o m m e rc i a l  

rA AV  m a n u fa c t u ri n g  d a t a

•  C o m m e rc i a l l y  a v a i l a b l e  c e l l  l i n e s  ( t ra n s i e n t  

o r s t a b l e  e x p re s s i o n )

•  Tra n s fo rm e d  w i t h  4  k b  A d 5  g e n o m e  

fra g m e n t ,  e x p re s s e s  E 1 a  a n d  E 1 b  g e n e s

•  H E K 2 9 3 T d e ri v a t i v e  t ra n s fo rm e d  w i t h  S V 4 0  

l a rg e  T  a n t i g e n

•  C h a l l e n g i n g  t ra n s i t i o n  fro m  a d h e re n t  t o  

s u s p e n s i o n

•  Tu m o ri g e n i c  p o t e n t i a l

•  P ro n e  t o  p h e n o t y p i c  a n d  g e n o t y p i c  d ri ft  a t  

h i g h  p a s s a g e

H u m a n  

A m n i o c y t e

•  N a t u ra l l y  a d a p t e d  fo r s u s p e n s i o n  g ro w t h

•  R e p o rt e d  h i g h e r v i ru s  y i e l d s  c o m p a re d  t o  

H E K 2 9 3

•  Tra n s fo rm e d  w i t h  a  d efn e d  g e n e  fra g m e n t  

e n c o d i n g  o n l y  Ad  E 1 a  a n d  E 1 b  g e n e s

•  C o m m e rc i a l l y  a v a i l a b l e  c e l l  l i n e s  ( t ra n s i e n t  

o r s t a b l e  e x p re s s i o n )

•  L i m i t e d  a d o p t i o n  fo r rAAV  m a n u fa c t u ri n g

•  Tu m o ri g e n i c  p o t e n t i a l

B H K •  Tra n s fo rm e d  w i t h  p o l y o m a  v i ru s

•  W i d e l y  u s e d  ( v a c c i n e  p ro d u c t i o n  in  vitro  

d i a g n o s t i c s ,  m a n u fa c t u ri n g )

•  L i m i t e d  a d o p t i o n  fo r rAAV  m a n u fa c t u ri n g

•  Tu m o ri g e n i c  p o t e n t i a l

•  C h a l l e n g i n g  t ra n s i t i o n  fro m  a d h e re n t  t o  

s u s p e n s i o n
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  1 7

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

Ta b l e  2 . 1 :  A d v a n t a g e s  a n d  D i s a d v a n t a g e s  o f C o m m o n l y  U s e d  rA AV  P a c k a g i n g  C e l l  L i n e s  ( c o n t i n u e d )

2 . 2. 2 . 2 Exp re ss io n  Pla tfo rm s

T h i s  s e c t i o n  re v i e w s  c o m m o n l y  u s e d  m e t h o d s  t o  e x p re s s  rAAV  g e n e s  i n  t h e  v a ri o u s  c e l l  l i n e s  d e s c ri b e d  i n  S e c t i o n  

2 . 2 . 2 . 1 .  Tra n s i e n t  t ra n s fe c t i o n  re fe rs  t o  i n t ro d u c i n g  n u c l e i c  a c i d s  i n t o  c e l l s  w i t h o u t  t h e  fo re i g n  g e n e s  i n t e g ra t i n g  i n t o  t h e  

h o s t  c e l l  g e n o m e .  T h e  re s u l t i n g  g e n e  e x p re s s i o n  i s  t h e re fo re  t ra n s i e n t ,  a s  t h e  t ra n s fe c t e d  n u c l e i c  a c i d s  a re  l o s t  w i t h  

c e l l  d i v i s i o n .  A c o m m o n  w a y  t o  t ra n s fe c t  m a m m a l i a n  c e l l s  s u c h  a s  H E K 2 9 3  a n d  B H K  i n v o l v e s  c o m p l e x i n g  n e g a t i v e l y  

c h a rg e d  p l a s m i d  D N A w i t h  a  c a t i o n i c  p o l y m e r- b a s e d  t ra n s fe c t i o n  re a g e n t ,  s u c h  a s  P o l y e t h y l e n i m i n e  ( P E I )  o r o t h e r 

c o m m e rc i a l l y  a v a i l a b l e  t ra n s fe c t i o n  re a g e n t s .  T h e  re s u l t i n g  p o s i t i v e l y  c h a rg e d  c o m p l e x  b i n d s  t o  a n i o n i c  c e l l  s u rfa c e  

m o i e t i e s  a n d  i s  t a k e n  u p  b y  e n d o c y t o s i s .  P l a s m i d  D N A c a n  a l s o  b e  c o m p l e x e d  w i t h  c a t i o n i c  l i p i d s  t o  fo rm  l i p o s o m e  

c o m p l e x e s  t h a t  fu s e  w i t h  t h e  c e l l ’ s  p l a s m a  m e m b ra n e  t o  d e l i v e r t h e  d e s i re d  g e n e s ,  a  m e t h o d  k n o w n  a s  l i p o fe c t i o n .

B o t h  P E I  a n d  l i p o fe c t i o n  m e t h o d s  re q u i re  p re p a ra t i o n  a n d  t h e  a d d i t i o n  o f t h e  t ra n s fe c t i o n  m i x t u re  w i t h i n  a  n a rro w,  

v a l i d a t e d  w i n d o w  o f t i m e  t o  a c h i e v e  efe c t i v e  c o n s i s t e n t  t ra n s fe c t i o n  efc i e n c y.  T h e  s c a l e - u p  o f t ra n s fe c t i o n  m e t h o d s  

p re s e n t s  l o g i s t i c a l  c h a l l e n g e s  s u c h  a s  m i x i n g  t h e  t ra n s fe c t i o n  m i x t u re ,  fu i d  t ra n s fe r,  a n d  m i x i n g  d y n a m i c s  w i t h i n  t h e  

b i o re a c t o r v e s s e l ,  w h i c h  m u s t  a l l  b e  a d d re s s e d  t o  m a i n t a i n  s t e ri l i t y  a n d  t ra n s fe c t i o n  efc i e n c y.  S e e  S e c t i o n  4 . 3 . 2 . 1  fo r 

fu rt h e r d i s c u s s i o n  a n d  d e t a i l s  o n  t ra n s fe c t i o n  m e t h o d  c o m p a ra b i l i t y  a n d  efc i e n c y.

Al t e rn a t i v e l y,  p l a s m i d  D N A c a n  b e  t ra n s i e n t l y  i n t ro d u c e d  b y  e l e c t ro p o ra t i o n  m e t h o d s ,  w h i c h  u s e  a n  e l e c t ri c  fe l d  t o  

t e m p o ra ri l y  p e rm e a b i l i z e  t h e  c e l l  m e m b ra n e ,  a l l o w i n g  fo r u p t a k e  o f D N A i n t o  t h e  c e l l .  T h i s  t e c h n o l o g y  s t a rt e d  a s  a  

c u v e t t e - b a s e d  b e n c h t o p  fo rm a t  b u t  h a s  e x p a n d e d  i n t o  a  s c a l a b l e  s i n g l e - u s e  fo rm a t  ofe re d  b y  s e v e ra l  m a n u fa c t u re rs ,  

e n a b l i n g  i t s  u s e  i n  l a rg e - s c a l e  p ro c e s s e s .  E l e c t ro p o ra t i o n  m e t h o d s  c a n  s i m p l i fy  d o w n s t re a m  p u rifc a t i o n  a n d  

c o m p a ra b i l i t y  s t u d i e s  a s  t h e y  d o  n o t  i n t ro d u c e  p o t e n t i a l  re s i d u a l  t ra n s fe c t i o n  re a g e n t s .

W h i l e  t h e  c a p a c i t y  t o  e l e c t ro p o ra t e  t h e  c e l l  c o u n t  e q u i v a l e n t  o f a  5 0 0  L  b i o re a c t o r h a s  b e e n  d e v e l o p e d ,  t h e  v o l u m e t ri c  

re s t ri c t i o n  i m p o s e d  b y  e l e c t ro p o ra t i o n  m e t h o d o l o g y  p re s e n t s  a  s i g n ifc a n t  c h a l l e n g e  w h e n  a t t e m p t i n g  t o  s c a l e - u p  

e l e c t ro p o ra t i o n  p ro t o c o l s .  T h i s  t e c h n o l o g y  h a s  b e e n  s c a l e d  t o  p ro c e s s  u p  t o  2 0 0  b i l l i o n  c e l l s  i n  a  1  L v o l u m e ,  h o w e v e r,  

t h i s  re q u i re s  i n t ro d u c i n g  l i v e  c e l l  Ta n g e n t i a l  F l o w  F i l t ra t i o n  ( T F F )  b ufe r e x c h a n g e  a n d  c o n c e n t ra t i o n  s t e p s  a h e a d  o f 

e l e c t ro p o ra t i o n  [ 2 4 ] .  S u c h  o p e ra t i o n s  c a n  b e  d ifc u l t  t o  o p t i m i z e  a s  t h e y  re q u i re  s p e c i a l i z e d  e q u i p m e n t ,  i n t ro d u c e  

s h e a r s t re s s ,  a n d  c a n  d e c re a s e  c e l l  v i a b i l i t y.  Ad o p t i o n  o f t h i s  t e c h n o l o g y  h a s  b e e n  d e m o n s t ra t e d  fo r e n g i n e e ri n g  s m a l l -

s c a l e  p ro d u c t s  s u c h  a s  C AR - T c e l l s  a n d  c a n  b e  c o n s i d e re d  fo r m a n u fa c t u ri n g  rAAV  p ro d u c t s  t h a t  s e rv e  a  s m a l l  p a t i e n t  

p o p u l a t i o n .  B ri d g i n g  t h e  g a p  t o  l a rg e - s c a l e  c o m m e rc i a l  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  w i l l  re q u i re  t h e  d e v e l o p m e n t  o f i n s t ru m e n t s  

c a p a b l e  o f h a n d l i n g  1 0 0 0  L  b i o re a c t o rs  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  s c a l a b l e  l i v e  c e l l  T F F  m e t h o d s .

C e l l  L i n e At t ri b u t e s C h a l l e n g e s  a n d  C o n s i d e ra t i o n s

H e L a •  W i d e l y  u s e d  i n  R & D  a n d  m a n u fa c t u ri n g

•  C o m m e rc i a l l y  a v a i l a b l e  c e l l  l i n e s  ( t ra n s i e n t  

o r s t a b l e  e x p re s s i o n )

•  Tu m o ri g e n i c  p o t e n t i a l

•  C h a l l e n g i n g  t ra n s i t i o n  fro m  a d h e re n t  t o  

s u s p e n s i o n

S F 9 •  A m e n a b l e  t o  2 D  a n d  3 D  c u l t u re

•  L o w e r i n c u b a t i o n  t e m p e ra t u re  c o m p a re d  t o  

m a m m a l i a n  c e l l s  ( 2 7 ° C – 2 8 ° C )

•  N o  C O 2  g a s s i n g /s p a rg i n g  re q u i re m e n t

•  N o n - m a m m a l i a n ,  t h e re fo re ,  l e s s  o f a  v i ra l  

s a fe t y  c o n c e rn  c o m p a re d  t o  h u m a n - d e ri v e d  

c e l l  l i n e s

•  I n s e c t  g l y c o s y l a t i o n  p rof l e  d ife rs  fro m  

h u m a n  c e l l  l i n e s
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P a g e  1 8  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

T h e  g e n e s  re q u i re d  t o  p ro d u c e  a n d  p a c k a g e  rAAV  a re  t y p i c a l l y  s u p p l i e d  w i t h  t h re e  s e p a ra t e  p l a s m i d s  i n  a  m e t h o d  

re fe rre d  t o  a s  “ t ri p l e  t ra n s fe c t i o n . ”  O n c e  t h e  t ra n s fe c t i o n  c o m p l e x  i s  fo rm e d ,  i t  c a n  b e  d e l i v e re d  t o  e i t h e r a d h e re n t  o r 

s u s p e n s i o n  c e l l s ,  w h i c h  e x p re s s  g e n e s  e n c o d e d  b y  t h e  p l a s m i d  D N A.  T h e  re p l i c a s e  a n d  c a p s i d  g e n e s  a re  p ro v i d e d  

w i t h  a  t ra n s - p l a s m i d .  T h e  e x p re s s i o n  c a s s e t t e  c o n t a i n i n g  t h e  t h e ra p e u t i c  t ra n s g e n e  ( rAAV  g e n o m e  fa n k e d  b y  

I n v e rt e d  Te rm i n a l  R e p e a t  ( I T R )  s e q u e n c e s )  i s  d e l i v e re d  w i t h  a  c i s - p l a s m i d  t o  b e  p a c k a g e d  i n t o  rAAV  c a p s i d s .  T h e  

Ad e n o v i ru s  ( Ad )  h e l p e r g e n e s  re q u i re d  fo r re p l i c a t i o n ,  m R N A p ro c e s s i n g  a n d  t ra n s l a t i o n  ( E 2 A,  E 4 ,  VA R N A)  a re  

d e l i v e re d  b y  a  h e l p e r p l a s m i d .  U s i n g  a  t h re e - p l a s m i d  e x p re s s i o n  s y s t e m  i m p ro v e s  p ro d u c t  s a fe t y  b y  m i t i g a t i n g  t h e  

ri s k  o f g e n e ra t i n g  re p l i c a t i o n - c o m p e t e n t  AAV  a n d  re d u c i n g  c y t o t o x i c i t y  t o  t h e  p a c k a g i n g  c e l l s  re s u l t i n g  fro m  l a rg e  

p l a s m i d s .  E l i m i n a t i n g  t h e  n e e d  fo r a  h e l p e r v i ru s  b y  s u p p l y i n g  a n  Ad  h e l p e r p l a s m i d  a l s o  i m p ro v e s  p ro d u c t  s a fe t y  a n d  

s i m p l ife s  t h e  d o w n s t re a m  p u rifc a t i o n  p ro c e s s .

S t a b l e  c e l l  p ro d u c e r l i n e s  e x p re s s  AAV  b y  h a v i n g  a l l  A AV  p ro d u c i n g  c o m p o n e n t s  w i t h i n  t h e  s t a rt i n g  c e l l  h o s t .  T h i s  

p ro c e s s  t y p i c a l l y  d o e s  n o t  u s e  a  t ra n s fe c t i o n  m e t h o d  ( p l a s m i d s )  o r a n y  h e l p e r v i ru s  t o  e x p re s s  t h e  AAV  g e n e  o f 

i n t e re s t  a s  t h e  c a p s i d  a n d  t ra n s g e n e  a re  s t a b l y  i n t e g ra t e d  i n t o  t h e  c e l l  g e n o m e  [ 2 5 ,  2 6 ] .  T h e re  a re  s e v e ra l  m e t h o d s  o f 

g ro w t h  i n c l u d i n g  b o t h  a d h e re n t  a n d  s u s p e n s i o n - b a s e d  p l a t fo rm s .  T h i s  p ro c e s s  t y p i c a l l y  h a s  a  c h e m i c a l  i n d u c t i o n  s t e p  

t h a t  t ri g g e rs  t h e  c e l l  l i n e  t o  b e g i n  t h e  e x p re s s i o n  o f t h e  rAAV  a n d  g e n e  o f i n t e re s t .  C o m m o n  c e l l  h o s t s  fo r t h i s  m e t h o d  

i n c l u d e  H E K 2 9 3  a n d  H u m a n  a m n i o c y t e s  [ 2 6 ] .

H e L a  c e l l s  a l s o  p ro v i d e  s e v e ra l  o p t i o n s  fo r u s e  a s  s t a b l e  rAAV  p ro d u c e r c e l l s .  H e L a  p ro d u c e r c e l l  p l a t fo rm s  a re  

e n g i n e e re d  t o  e x p re s s  AAV  re p  a n d  c a p ,  a n d  t o  s t a b l y  i n t e g ra t e  t h e  t h e ra p e u t i c  t ra n s g e n e  ( rAAV  g e n o m e  fa n k e d  b y  

I T R  s e q u e n c e s ) .  Ad  h a s  b e e n  u t i l i z e d  a s  a  h e l p e r v i ru s  t o  p ro v i d e  t h e  g e n e s  re q u i re d  t o  a c c o m p l i s h  AAV  re p l i c a t i o n  

[ 2 8 ] .  Ad - AAV  h y b ri d s  o r re p l i c a t i o n - d efc i e n t  H e rp e s  S i m p l e x  Vi ru s  ( H S V )  t y p e  1  h a v e  a l s o  b e e n  i n t ro d u c e d  t o  

c i rc u m v e n t  t h e  i s s u e s  p re s e n t e d  b y  Ad  a n d  c a n  b e  s u c c e s s fu l l y  u s e d  a s  h e l p e r v i ru s e s  i n  s c a l a b l e  H e L a  c e l l  

p l a t fo rm s .  I n  t h e  e x a m p l e s  a b o v e  a n d  b e l o w,  Ad  a n d  H S V  a re  p ro c e s s  i m p u ri t i e s  t h a t  m u s t  b e  i n a c t i v a t e d  a n d  

re m o v e d  b y  d o w n s t re a m  p u rifc a t i o n  s t e p s  [ 2 9 ,  3 0 ] .

rA AV  p ro d u c t i o n  c a n  a l s o  b e  a c c o m p l i s h e d  b y  m e a n s  o f v i ra l  i n fe c t i o n .  M e n t i o n e d  a b o v e ,  re p l i c a t i o n - d efc i e n t  H S V 1  

c a n  n o t  o n l y  s e rv e  a s  a  h e l p e r v i ru s ,  b u t  a l s o  a s  t h e  p ri m a ry  v e c t o r d e l i v e ri n g  t h e  g e n e s  t o  p ro d u c e  a n d  p a c k a g e  

rA AV.  H S V 1 - b a s e d  p l a t fo rm s  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d  u s i n g  t w o  rH S V 1  v e c t o rs ,  o n e  c a rry i n g  t h e  I T R - g e n e  o f i n t e re s t  

c o n s t ru c t  a n d  t h e  s e c o n d  c a rry i n g  t h e  AAV  re p  a n d  c a p  c o n s t ru c t .  C o i n fe c t i o n  o f t h e s e  rH S V 1  v e c t o rs  i n  H E K 2 9 3  a n d  

B H K  c e l l s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  g e n e ra t e  ro b u s t  y i e l d s  o f h i g h  p u ri t y  rAAV  [ 1 8 ] .

T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  v i ra l  i n fe c t i o n  rA AV  m a n u fa c t u ri n g  p l a t fo rm  t a k e s  a d v a n t a g e  o f B a c u l o v i ru s e s ,  w h i c h  

n a t u ra l l y  i n fe c t  S F 9  c e l l s .  S i m i l a r t o  t h e  rH S V 1  p l a t fo rm  d e s c ri b e d  a b o v e ,  R e c o m b i n a n t  B a c u l o v i ru s  ( rB V )  v e c t o rs  a re  

u s e d  t o  i n fe c t  S F 9  c e l l s  t o  i n i t i a t e  v e c t o r p ro d u c t i o n .  S F 9  c e l l s  l e n d  t h e m s e l v e s  t o  e x p re s s i n g  AAV  re p  a n d  c a p ,  w h i l e  

t h e  rB V  i t s e l f a l s o  s u p p l i e s  s ufc i e n t  v i ra l  h e l p e r g e n e s  fo r AAV  re p l i c a t i o n  a n d  p a c k a g i n g .  E a rl y  g e n e ra t i o n s  o f t h i s  

p l a t fo rm  u t i l i z e d  t w o  rB V  v e c t o rs ,  o n e  s u p p l y i n g  t h e  I T R - g e n e  o f i n t e re s t  c o n s t ru c t  a n d  t h e  o t h e r c a rry i n g  AAV  re p  a n d  

c a p  [ 3 1 ] .  T h e  O n e B a c  s y s t e m  w a s  l a t e r e s t a b l i s h e d  t o  c i rc u m v e n t  o b s e rv e d  i s s u e s  w i t h  B a c u l o v i ru s  i n s t a b i l i t y.  B ri efy,  

S F 9  c e l l s  a re  frs t  e n g i n e e re d  t o  s t a b l y  e x p re s s  t h e  AAV  re p  a n d  c a p  g e n e s  u n d e r t h e  c o n t ro l  o f t h e  B a c u l o v i ru s  

p o l y h e d ro n  p ro m o t e r p o l h  a n d  c i s - a c t i n g  e l e m e n t  h r2 - 0 . 9 .  T h e  s t a b l e  c e l l s  a re  t h e n  i n fe c t e d  w i t h  a  rB V  c a rry i n g  

t h e  I T R - g e n e  o f i n t e re s t  c o n s t ru c t ,  w h i c h  a l s o  i n d u c e s  e x p re s s i o n  o f re p  a n d  c a p  [ 3 2 ] .  D u ri n g  e a rl y  h a rv e s t  s t e p s ,  

re s i d u a l  rB V  i s  i n a c t i v a t e d  b y  t h e  l y s i s  d e t e rg e n t  a n d  fu l l y  re m o v e d  b y  d o w n s t re a m  p u rifc a t i o n .  S e e  S e c t i o n  2 . 2 . 2 . 3  

fo r d e t a i l s  c o n c e rn i n g  t h e  g e n e ra t i o n  o f p re c u rs o r B a c m i d  D N A re q u i re d  t o  p ro d u c e  rB V.
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  1 9

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

Ta b l e  2 . 2 :  A d v a n t a g e s  a n d  D i s a d v a n t a g e s  o f C o m m o n l y  U s e d  E x p re s s i o n  P l a t fo rm s

E x p re s s i o n  P l a t fo rm A d v a n t a g e s D i s a d v a n t a g e s

Tra n s i e n t  Tra n s fe c t i o n •  Av o i d s  h e l p e r v i ru s

•  L o w  i n v e s t m e n t  d u ri n g  p ro c e s s  

d e v e l o p m e n t

•  S c a l a b i l i t y  a n d  c o n s i s t e n c y  c h a l l e n g e s

•  C o s t l y  G M P - g ra d e  t ra n s fe c t i o n  

re a g e n t s

•  Tra n s fe c t i o n  efc i e n c y  d ifc u l t  t o  s c a l e

E l e c t ro p o ra t i o n •  Av o i d s  h e l p e r v i ru s

•  P o t e n t i a l  l o w e r c o s t  o f m a n u fa c t u ri n g  

–  n o  t ra n s fe c t i o n  re a g e n t

•  H i g h  re p ro d u c i b i l i t y

•  S c a l a b i l i t y  l i m i t a t i o n s  d i c t a t e d  b y  

e l e c t ro p o ra t i o n  e q u i p m e n t  c a p a c i t y

•  C o s t l y  e q u i p m e n t

H e l p e r Vi ru s  I n fe c t i o n •  L o w e r p l a s m i d  D N A re q u i re m e n t •  H e l p e r v i ru s  p ro c e s s  i m p u ri t i e s  c a n  

p re s e n t  d o w n s t re a m  c h a l l e n g e s

•  G e n o m e  i n s t a b i l i t y  ( e . g . ,  S F 9  –  rB V  

p l a t fo rm s )

S t a b l e  C e l l  L i n e s /

I n d u c i b l e  C e l l  L i n e s

•  Av o i d s  h e l p e r v i ru s

•  I n d u c i b l e  e x p re s s i o n

•  E l i m i n a t e s  p l a s m i d  D N A p a c k a g i n g  

i m p u ri t i e s

•  C o s t l y  a n d  t i m e - c o n s u m i n g  c e l l  l i n e  

d e v e l o p m e n t

2 . 2. 2 . 3 D NA  Pro du ctio n  (Pla s m id,  rBV Pla s m id,  n e D NA™,  D o g g yb o n e ™ o r Eq u iva le n t)

D N A p ro d u c t i o n  c a n  b e  v i a  b i o l o g i c a l  m e t h o d s  ( E.  co li fe rm e n t a t i o n )  o r s y n t h e t i c  m e t h o d s  ( e n z y m a t i c  p ro c e s s ) .

F o r a  p l a s m i d  D N A ( p D N A)  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s ,  i n i t i a l l y  t h e  g e n e  o f i n t e re s t  i s  i n s e rt e d  i n t o  t h e  p D N A,  w h i c h  

i s  i n t ro d u c e d  i n t o  h o s t  b a c t e ri a  ( t y p i c a l l y  E.  co li)  i n  a  p ro c e s s  c a l l e d  t ra n s fo rm a t i o n ,  u s u a l l y  b y  e l e c t ro p o ra t i o n  o r 

c h e m i c a l l y  c o m p e t e n t  E.  co li.  T h e  h o s t  E.  co li c e l l s  re p l i c a t e  d u ri n g  fe rm e n t a t i o n ,  m a k i n g  c o p i e s  o f t h e  p l a s m i d  

a n d  p ro d u c i n g  h i g h  y i e l d s  o f t h e  d e s i re d  p l a s m i d s .  O n c e  t h e  E.  co li c e l l s  h a v e  re a c h e d  t h e  d e s i re d  d e n s i t y,  

t h e y  a re  h a rv e s t e d ,  a n d  t h e  p D N A i s  e x t ra c t e d ,  t y p i c a l l y  b y  a l k a l i n e  l y s i s .  T h e  l y s a t e  i s  t h e n  c l a rife d ,  a n d  a  T F F  

s t e p  i s  p e rfo rm e d  t o  e x c h a n g e  t h e  l y s a t e  i n t o  t h e  a p p ro p ri a t e  c h ro m a t o g ra p h y  b ufe r.  p D N A i s  p u rife d  u s i n g  

c h ro m a t o g ra p h y,  fo l l o w e d  b y  fo rm u l a t i o n  a n d  c o n c e n t ra t i o n  u s i n g  u l t raf l t ra t i o n /d i af l t ra t i o n .  F i n a l l y,  t h e  p l a s m i d  i s  

s t e ri l e  f l t e re d  b e fo re  Q C  t e s t i n g  t o  e n s u re  t h e  p ro d u c t  i s  o f s ufc i e n t  p u ri t y.

F o r n e D N A™ ,  D o g g y b o n e ™  o r e q u i v a l e n t  D N A m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s ,  t h e  p ro c e s s  i s  m a i n l y  b a s e d  o n  e n z y m a t i c  

s t e p s .  Co rre sp o n din g D N A c a n  b e  d efn e d  a s  a  m i n i m a l ,  l i n e a r,  d o u b l e - s t ra n d e d ,  a n d  c o v a l e n t l y  c l o s e d  D N A 

c o n s t ru c t ,  m a n u fa c t u re d  b y  e n z y m a t i c  t e c h n o l o g y.  T h e  e n z y m a t i c  p ro c e s s  c o m b i n e s  t h e  u s e  o f t w o  e n z y m e s ,  P h i 2 9  

D N A p o l y m e ra s e  a n d  a  p ro t e l o m e ra s e ,  t o  g e n e ra t e  c o v a l e n t l y  c l o s e d ,  l i n e a r D N A c o n s t ru c t s  k n o w n  a s  d b D N A,  

n e  D N A.  T h e  p ro c e s s  b e g i n s  w i t h  a  c i rc u l a r d o u b l e - s t ra n d e d  D N A m o l e c u l e  ( e . g . ,  a  p re c u rs o r p l a s m i d )  c o n t a i n i n g  

t h e  s e q u e n c e  o f i n t e re s t  fa n k e d  o n  e a c h  s i d e  b y  a  5 6  b p  p a l i n d ro m i c  p ro t e l o m e ra s e  re c o g n i t i o n  s e q u e n c e .  T h e  

D N A s t a rt i n g  m a t e ri a l  i s  t h e n  d e n a t u re d  a n d  P h i 2 9  D N A p o l y m e ra s e  i s  p ri m e d .  T h e n  P h i 2 9  i n i t i a t e s  R o l l i n g  C i rc l e  

Am p l ifc a t i o n  ( R C A)  o f t h i s  t e m p l a t e ,  c re a t i n g  d o u b l e - s t ra n d e d  c o n c a t e m e ri c  re p e a t s  o f t h e  o ri g i n a l  c o n s t ru c t .  L a t e r 

p ro t e l o m e ra s e  i s  a d d e d ,  b i n d i n g  t o  t h e  re c o g n i t i o n  s i t e s  fa n k i n g  t h e  s e q u e n c e  o f i n t e re s t  a n d  p e rfo rm i n g  a  c l e a v a g e -

j o i n i n g  re a c t i o n  t h a t  re s u l t s  i n  m o n o m e ri c  d o u b l e - s t ra n d e d ,  l i n e a r,  c o v a l e n t l y  c l o s e d  D N A c o n s t ru c t s .  O n e  o f a  p a n e l  

o f c o m m o n  re s t ri c t i o n  e n z y m e s  i s  a d d e d  t o  c u t  u n d e s i re d  b a c k b o n e  D N A s e q u e n c e s ,  e x p o s i n g  o p e n  e n d e d  D N A t h a t  

c a n  b e  re m o v e d  t h ro u g h  d i g e s t i o n  w i t h  e x o n u c l e a s e .  F i n a l l y,  t h e  d b D N A i s  p u rife d  fro m  s m a l l  fra g m e n t s  a n d  re a c t i o n  

c o m p o n e n t s  w i t h  s i z e  s e p a ra t i o n  t o  l e a v e  o n l y  t h e  d b D N A s e q u e n c e  o f i n t e re s t .  T h e  re s u l t i n g  d b D N A c o n s t ru c t  c a n  

b e  u s e d  a s  a  s t a rt i n g  m a t e ri a l  fo r a  fu rt h e r a m p l ifc a t i o n  re a c t i o n .
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P a g e  2 0  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

B a c m i d  D N A M a n u fa c t u ri n g  P ro c e s s

S F 9 - B a c u l o v i ru s  e x p re s s i o n  s y s t e m s  re q u i re  t h e  p ro d u c t i o n  o f rB V  p l a s m i d  D N A k n o w n  a s  “ b a c m i d  D N A”  a s  a  

p re c u rs o r m a t e ri a l .  T h e  b a c m i d  D N A e n c o d e s  t h e  AAV  re p l i c a s e  a n d  c a p s i d  g e n e s  a s  w e l l  a s  t h e  t ra n s g e n e  o f 

i n t e re s t ,  w h i c h  c a n  b e  s u p p l i e d  a s  a  s i n g l e  b a c m i d  o r m u l t i p l e  d i s t i n c t  b a c m i d s  [ 3 3 ] .  T h e  g e n e ra t i o n  o f b a c m i d  D N A 

i s  a c c o m p l i s h e d  b y  t ra n s fo rm i n g  E.  co li c e l l s  s t a b l y  e x p re s s i n g  t h e  B a c u l o v i ru s  g e n o m e  a s  a  b a c m i d ,  w i t h  a  d o n o r 

p l a s m i d  e n c o d i n g  t h e  d e s i re d  AAV  g e n e s  a n d /o r g e n e  o f i n t e re s t  t o  c re a t e  re c o m b i n a n t  b a c m i d  D N A u s i n g  m o l e c u l a r 

t o o l s  s u c h  a s  s i t e - s p e c ifc  t ra n s p o s i t i o n .  F o l l o w i n g  a n t i b i o t i c  s e l e c t i o n  o f E.  co li c a rry i n g  t h e  re c o m b i n a n t  b a c m i d  

D N A,  t h e  c e l l s  a re  e x p a n d e d  a n d  t h e  b a c m i d  D N A i s  i s o l a t e d  v i a  t y p i c a l  a l k a l i n e  l y s i s  a n d  c o l u m n  c h ro m a t o g ra p h y  

p u rifc a t i o n  m e t h o d s .

P ro c e s s  i m p u ri t i e s  re s u l t i n g  fro m  b a c m i d  D N A m a n u fa c t u ri n g  i n c l u d e  re s i d u a l  a n t i b i o t i c s ,  b a c t e ri a l  H o s t  C e l l  P ro t e i n  

( H C P )  a n d  D N A,  b a c t e ri a l  e n d o t o x i n ,  c u l t u re  m e d i a  c o m p o n e n t s ,  p u rifc a t i o n  b ufe rs ,  a n d  c h ro m a t o g ra p h y  m e d i a  

l i g a n d s .  C a re  s h o u l d  b e  t a k e n  t o  re m o v e  a s s o c i a t e d  p ro c e s s  i m p u ri t i e s  d u ri n g  b a c m i d  p u rifc a t i o n  t o  m i n i m i z e  

c a rry o v e r i n t o  t h e  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s .  P u rife d  b a c m i d ( s )  a re  t ra n s fe c t e d  i n t o  S F 9  c e l l s  t o  g e n e ra t e  t h e  rB V  

s e e d  s t o c k ( s )  u s e d  t o  i n fe c t  n a i v e  S F 9  c e l l s  fo r rAAV  p ro d u c t i o n  [ 3 4 ] .

2 . 2. 2 . 4  MCB /WCB  Ge n e ra tio n

M a s t e r C e l l  B a n k s  ( M C B )  a n d  Wo rk i n g  C e l l  B a n k s  ( W C B )  a l l o w  fo r t h e  g e n e ra t i o n  o f i d e n t i c a l  c e l l  l i n e s  fo r u s e  i n  

G M P  m a n u fa c t u ri n g  s p a c e s .  M C B s  a re  g e n e ra t e d  u n d e r G M P  c o n d i t i o n s  t o  p ro d u c e  a  s i n g l e  p o o l  o f c e l l s  fro m  a  

s i n g l e  s o u rc e  [ 3 5 ] .  W C B s  a re  d e ri v e d  fro m  o n e  o r m o re  M C B  v i a l s  u n d e r d efn e d  c o n d i t i o n s  t o  e x p a n d  t h e  s u b c u l t u re  

[ 3 6 ] .  M C B  c ry o g e n i c  v i a l s  s h o u l d  b e  a l l o c a t e d  fo r Q C  t e s t i n g  a n d  c o nfrm a t i o n  o f i d e n t i t y,  c o u n t ,  v i a b i l i t y,  a b s e n c e  

o f c o n t a m i n a n t s  a s  w e l l  a s  o t h e r t e s t i n g  re q u i re m e n t s .  W C B  v i a l s  a re  t h e n  u t i l i z e d  i n  t h e  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s  

t o  p ro v i d e  a  c o n s i s t e n t  s t a rt i n g  p o i n t  fo r t h e  c e l l u l a r e x p a n s i o n  u n i t  o p e ra t i o n s .  T h e  W C B  a n d  M C B  v i a l s  a re  s t o re d  

u n d e r t i g h t  l o w - t e m p e ra t u re  c o n t ro l  ( t y p i c a l l y  <  - 1 3 0 ° C  w i t h  l i q u i d  n i t ro g e n  i n  v a p o r p h a s e  a s  t h e  c o o l i n g  m e d i u m  o r 

w i t h  a n  u l t ra - c o o l  m e c h a n i c a l  d ri v e n  c ry o - fre e z e r) .  B a c k u p  a n d  re d u n d a n t  s o u rc e s  o f c o o l i n g  a re  o ft e n  c o n s i d e re d .  

C h a ra c t e ri z a t i o n  t e s t i n g  a n d  s t a b i l i t y  s h o u l d  b e  p e rfo rm e d  o n  t h e  M C B  a n d  W C B  i n  a c c o rd a n c e  w i t h  t e s t i n g  s t ra t e g i e s  

o u t l i n e d  i n  I C H  Q 5 D  [ 3 5 ]  a n d  t h e  F D A G u i d a n c e  fo r I n d u s t ry :  C h a ra c t e ri z a t i o n  a n d  Q u a l ifc a t i o n  o f C e l l  S u b s t ra t e s  

a n d  O t h e r B i o l o g i c a l  M a t e ri a l s  U s e d  i n  t h e  P ro d u c t i o n  o f Vi ra l  Va c c i n e s  fo r I n fe c t i o u s  D i s e a s e  I n d i c a t i o n s  [ 3 5 ,  3 7 ] .

2 . 2. 2 . 5 Ce ll Exp a n s io n

C e l l u l a r e x p a n s i o n  i s  t h e  frs t  s t e p  i n  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  a n d  b e g i n s  w i t h  t h e  t h a w  o f a  W C B  v i a l  i n t o  a n  a p p ro p ri a t e  

c e l l - c u l t u re  v e s s e l .  T h e  c e l l s  a re  t h e n  p ro g re s s i v e l y  e x p a n d e d  t o  p ro d u c t i o n  s c a l e  b i o re a c t o rs  u n t i l  t h e  d e s i re d  c e l l  

c o u n t  fo r rAAV  p ro d u c t i o n  i s  re a c h e d .  R e g a rd l e s s  o f w h e t h e r a d h e re n t  o r s u s p e n s i o n - b a s e d  s y s t e m s  a re  u s e d ,  c e l l  

e x p a n s i o n  s t e p s  u t i l i z e  a  c o n s i s t e n t  s e e d i n g  a n d  p a s s a g e  d e n s i t y  i n  o rd e r t o  m a i n t a i n  t h e  c e l l s  a c t i v e l y  p ro l i fe ra t i n g  

w i t h i n  a  c o n s i s t e n t  p o p u l a t i o n  d o u b l i n g  t i m e  a c ro s s  s e q u e n t i a l  p a s s a g e s ,  c ri t i c a l  fo r a c h i e v i n g  a  re p ro d u c i b l e  

e x p a n s i o n  p ro c e s s .

C h o o s i n g  a n  a d h e re n t  o r s u s p e n s i o n  c e l l  l i n e  fo r rAAV  p ro d u c t i o n  i s  a n o t h e r i m p o rt a n t  fa c t o r i n  p l a t fo rm  s e l e c t i o n ,  a s  

t h e  re p ro d u c i b i l i t y  o f t h e  e x p a n s i o n  p ro c e s s  d e p e n d s  u p o n  t h e  c u l t u re  fo rm a t .  C h a n g e s  i n  c e l l  c u l t u re  ra w  m a t e ri a l s ,  

p a rt i c u l a rl y  o f b i o l o g i c a l  o ri g i n ,  s h o u l d  b e  ri s k  a s s e s s e d  t o  d e t e rm i n e  w h e t h e r a  c o m p a ra b i l i t y  s t u d y  i s  re q u i re d  ( s e e  

a d v e n t i t i o u s  a g e n t s  t e s t i n g  S e c t i o n  3 . 3 . 1  a n d  c o m p a ra b i l i t y  s t u d y  i n  S e c t i o n  4 . 3 . 5 ) .

I n  a d h e re n t - b a s e d  p ro c e s s e s ,  c e l l s  a re  g ro w n  o n  a  s u b s t ra t e  a s  a  m o n o l a y e r.  Ty p i c a l  t e c h n o l o g i e s  i n c l u d e  t i s s u e  

c u l t u re  fa s k s ,  c e l l  fa c t o ri e s ,  ro l l e r b o t t l e s ,  a n d  c o m m e rc i a l l y  a v a i l a b l e  fx e d - b e d  o r p l a t e - b a s e d  re a c t o rs  [ 3 8 ] .  T h e  

ra t i o n a l e  fo r d e v e l o p i n g  a d h e re n t  c e l l - c u l t u re  p ro c e s s e s  i s  b a s e d  o n  t h e  re d u c e d  p ro c e s s  d e v e l o p m e n t  re q u i re d  fo r 

t h e  m a n u fa c t u ri n g  s c a l e - o u t  a p p ro a c h .  W h e n  s m a l l - s c a l e  p ro c e s s e s  a re  d e v e l o p e d  a n d  n e e d  t o  i n c re a s e  i n  s c a l e ,  

l i m i t a t i o n s  i n  i n c u b a t e d  v e s s e l  s i z e s  d ri v e  t h e  n e e d  fo r s c a l e - o u t  ra t h e r t h a n  s c a l e - u p  t o  i n c re a s e  t h e  o v e ra l l  s u rfa c e  

a re a  [ 3 8 ] .  S c a l a b l e  s i n g l e - u s e  fx e d - b e d  a d h e re n t  b i o re a c t o r s y s t e m s  a re  re a d i l y  a v a i l a b l e  i n  t h e  ra n g e  o f u p  t o  

5 0 0 – 6 0 0  m ²  p e r re a c t o r,  a n d  1 0 0 0  m ²  s y s t e m s  a re  i n  d e v e l o p m e n t .  P ro c e s s  v a ri a b i l i t y,  h o w e v e r,  c a n  b e  a  c o n c e rn  fo r 

b a t c h - t o - b a t c h  c o n s i s t e n c y  w i t h i n  i n d i v i d u a l  a d h e re n t  re a c t o rs .
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  2 1

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

Ad h e re n t  c e l l s  c a n  a l s o  b e  g ro w n  w i t h  a  h y b ri d  fo rm a t  b y  a d h e ri n g  t o  m i c ro c a rri e rs  t h a t  a re  c u l t u re d  i n  s u s p e n s i o n .  

M i c ro c a rri e rs  a re  s m a l l  s p h e ri c a l  p a rt i c l e s  m a d e  fro m  m a t e ri a l s  s u c h  a s  p o l y m e rs ,  g l u c a n ,  o r g l a s s ,  a n d  ra n g e  i n  

s i z e ,  t y p i c a l l y  b e t w e e n  6 0 – 2 5 0  µ m .  B y  p ro v i d i n g  a n  a t t a c h m e n t  s u rfa c e  fo r a d h e re n t  c e l l  g ro w t h ,  m i c ro c a rri e rs  

c i rc u m v e n t  t h e  s c a l e - u p  l i m i t a t i o n  o f fa t w a re  a n d  a l l o w  fo r t h e  s c a l e - u p  o f a d h e re n t  c e l l s  g ro w n  o n  m i c ro c a rri e rs  i n  

3 D  s u s p e n s i o n  fa s k s  a n d  l a rg e - s c a l e  s u s p e n s i o n  b i o re a c t o rs  [ 3 9 ] .  M i c ro c a rri e rs  h a v e  b e e n  w i d e l y  a d o p t e d  fo r u s e  i n  

p h a rm a c e u t i c a l  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s  e x c e e d i n g  s c a l e s  o f 2 0 0 0  L .  L a rg e - s c a l e  c u l t u re  o f H E K 2 9 3  c e l l s  a n d  rA AV  

p ro d u c t i o n  u s i n g  m i c ro c a rri e rs  h a s  a l s o  b e e n  re p o rt e d ,  e x p a n d i n g  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f fo rm a t s  fo r rAAV  m a n u fa c t u ri n g .

M i c ro c a rri e r c u l t u re  h a s  a s s o c i a t e d  l i m i t a t i o n s  a n d  c h a l l e n g e s  t h a t  m u s t  a l s o  b e  c o n s i d e re d  a n d  a d d re s s e d  d u ri n g  

p ro c e s s  d e v e l o p m e n t .  P a s s a g i n g  d u ri n g  c e l l  e x p a n s i o n  re q u i re s  t ry p s i n i z a t i o n  a k i n  t o  c e l l s  g ro w n  o n  fa t w a re .  

T h i s  u n i t  o p e ra t i o n  g ro w s  i n  c o m p l e x i t y  w i t h  i n c re a s i n g  b i o re a c t o r v o l u m e s  b e c a u s e  p e rfu s i o n  o r c l o s e d  s i n g l e  u s e  

c e n t ri fu g a t i o n  s t e p s  m u s t  b e  a d d e d  t o  fa c i l i t a t e  i n t ro d u c i n g  a n d  re m o v i n g  c e l l  d i s s o c i a t i o n  re a g e n t s .  F u rt h e r,  t h e  s i z e  

o f t h e  m i c ro c a rri e r p a rt i c l e s  c a n  re n d e r t h e  a t t a c h e d  c e l l s  m o re  s u s c e p t i b l e  t o  s h e a r s t re s s  c o m p a re d  t o  s i n g l e - c e l l  

s u s p e n s i o n ,  a n d  a g i t a t i o n  p a ra m e t e rs  m u s t  t h e re fo re  b e  c a re fu l l y  e x a m i n e d  d u ri n g  d e v e l o p m e n t  [ 4 0 ,  4 1 ] .

S u s p e n s i o n - b a s e d  p ro c e s s e s  i n v o l v e  fre e -fo a t i n g  c e l l s  i n  a  c e l l - c u l t u re  m e d i u m  t o  p ro m o t e  g ro w t h .  T h i s  t y p e  o f 

c e l l u l a r e x p a n s i o n  re l i e s  o n  m u l t i p l e  t e c h n o l o g i e s  ra n g i n g  fro m  s i m p l e  fa s k s  t o  l a rg e - s c a l e  s i n g l e - u s e  b i o re a c t o r 

s y s t e m s .  I n i t i a l  s h a k e  fa s k  e x p a n s i o n s  o c c u r i n  s i n g l e - u s e  s h a k e  fa s k s  a n d  a g i t a t e d  i n  a n  i n c u b a t o r.  S e q u e n t i a l  

e x p a n s i o n s  c a n  o c c u r i n  e i t h e r ro c k i n g  m o t i o n  b i o re a c t o rs  o f u p  t o  2 0 0  L  o r i n  S t i rre d  Ta n k  R e a c t o rs  ( S T R ) .  W h i l e  

a d h e re n t - b a s e d  p ro c e s s e s  h a v e  b e e n  t h e  c h o i c e  fo r rAAV  c o m m e rc i a l  m a n u fa c t u ri n g  i n i t i a l l y  d u e  t o  t h e  e a s e  o f 

c o n t i n u i n g  d e v e l o p m e n t  s t a rt i n g  w i t h  a d h e re n t  R & D  p ro c e s s e s ,  t h e re  i s  a  p u s h  t o w a rd s  s u s p e n s i o n - b a s e d  p ro c e s s e s  

i n  t h e  ra n g e s  o f 5 0 0 – 6 0 0 0  L .  T h e re  i s  t h e  p o t e n t i a l  fo r fu t u re  rAAV  p ro d u c t s  t o  re q u i re  l a rg e  b a t c h  s i z e s  re s e m b l i n g  

t h e  s c a l e  o f b i o l o g i c s  m a n u fa c t u ri n g ,  a n d  7 5 0 0  L  s i n g l e - u s e  S T R  s y s t e m s  a re  n o w  a v a i l a b l e  t o  b e g i n  a d d re s s i n g  

fu t u re  n e e d s .  U l t i m a t e l y,  w h i l e  s u s p e n s i o n - b a s e d  p ro c e s s e s  c o u l d  t a k e  l o n g e r t o  d e v e l o p  a n d  refn e ,  t h e re  a re  

m u l t i p l e  b e n eft s  i n c l u d i n g  l a rg e r b a t c h  s i z e s ,  s i m p l ife d  h a n d l i n g ,  h i g h e r re p ro d u c i b i l i t y  o f t ra n s fe c t i o n  efc i e n c y,  a n d  

u l t i m a t e l y  m o re  c o n s i s t e n t  p ro d u c t  q u a l i t y  a c ro s s  b a t c h e s .

T h e  i m p l e m e n t a t i o n  a n d  u s a g e  o f p ro c e s s  i n t e n s ifc a t i o n  s t e p s ,  w h i c h  a l l o w s  m e d i u m  e x c h a n g e  t o  p re v e n t  n u t ri e n t  

d e p l e t i o n  w h i l e  re m o v i n g  g ro w t h - i n h i b i t i n g  c o m p o u n d s ,  d u ri n g  c e l l u l a r e x p a n s i o n  s t e p s  a n d  p o s t  i n d u c t i o n /

t ra n s fe c t i o n  c o u l d  a l l o w  fo r h i g h  p ro d u c t i o n  t i t e rs  a n d  v e c t o r q u a n t i t i e s  [ 4 2 ] .  P e rfu s i o n  p ro c e s s e s  u s e  a  f l t ra t i o n  

s y s t e m  t o  p e rfu s e  s p e n t  m e d i a  ( w h i l e  re t a i n i n g  b u l k  v i a b l e  c e l l s )  a n d  re p l a c e  i t  w i t h  fre s h  m e d i a  t o  e n a b l e  i n c re a s e d  

c e l l  p ro l i fe ra t i o n  a n d  h i g h e r c e l l  c o n c e n t ra t i o n s .  Ty p i c a l  t e c h n o l o g i e s  i n c l u d e  Al t e rn a t i n g  Ta n g e n t i a l  F l o w  ( AT F )  a n d  

T F F.  T h e s e  c o n c e n t ra t i o n  s t e p s  c a n  o c c u r a t  m u l t i p l e  s t e p s  i n  t h e  c e l l u l a r e x p a n s i o n  p ro c e s s  t o  re d u c e  t h e  q u a n t i t y  

o f e x p a n s i o n  s t e p s  o r i n c re a s e  c e l l  c o n c e n t ra t i o n  a t  t h e  p ro d u c t i o n  s t e p  t o  i n c re a s e  p ro d u c t  q u a n t i t y  [ 4 2 ] .  P e rfu s i o n  

p ro c e s s e s  c a n  a l s o  o c c u r p o s t - t ra n s fe c t i o n  t o  i n c re a s e  c e l l  a n d  rAAV  c o n c e n t ra t i o n .

An o t h e r m e t h o d  o f c e l l  g ro w t h  c a n  b e  a  h y b ri d  o f t h e  t w o  o p t i o n s  d i s c u s s e d  a b o v e :  m i x i n g  s u s p e n s i o n  a n d  a d h e re n t  

p ro c e s s e s  t h ro u g h o u t  a  c e l l - g ro w t h  p h a s e .  I n  t h i s  m e t h o d ,  o ft e n  t h e  c e l l s  b e g i n  i n  a  s u s p e n s i o n - m o d e  o f c e l l  g ro w t h  

i n  fa s k s  ( o r e q u i v a l e n t )  w i t h i n  s h a k e r i n c u b a t o rs .  O n c e  t h e  c e l l s  g ro w  t o  a  v o l u m e  e x c e e d i n g  a  t y p i c a l  i n c u b a t o r 

c a p a c i t y,  t h e y  a re  t ra n s fe rre d  t o  a  ro c k i n g  m o t i o n  b i o re a c t o r fo r fu rt h e r g ro w t h  p a s s a g e s .  N e x t ,  t h e  c e l l s  m a y  b e  

t ra n s fe rre d  t o  a n  a d h e re n t - s t y l e  g ro w t h  m e t h o d ,  o ft e n  s t ra t e g i c a l l y  fo r t h e  g e n e  d e l i v e ry  s t e p ,  s u c h  a s  a  fx e d - b e d  

b i o re a c t o r w h e re  t h e  c e l l s  w i l l  a d h e re  t o  a  s u rfa c e  w i t h i n  t h e  fx e d  b e d .  D u ri n g  t h e  a d h e re n t - s t y l e  b i o re a c t o r s t e p  w i t h  

a  fx e d - b e d ,  g ro w t h  m e d i a  a n d  o t h e r m a t e ri a l s  m a y  p a s s  o v e r t h e  c e l l s ,  a l l o w i n g  fu rt h e r g ro w t h ,  o ft e n  i n  a  re c i rc u l a t i n g  

p a t t e rn .  At  t h e  n e x t  s t e p ,  t h e  c e l l s  a re  t ra n s fe c t e d  ( i n  t h e  c a s e  o f a  t ri p l e - t ra n s fe c t i o n  p ro c e s s )  w h e re  t h e  t ri p l e -

t ra n s fe c t i o n  c o c k t a i l  p a s s e s  o v e r t h e  c e l l s  i n  a  fa v o ra b l e  m a s s  fo w  p a t t e rn  ( s e e  S e c t i o n  2 . 2 . 2 . 2 ) .  T h i s  m e t h o d  a l l o w s  

fo r s u s p e n s i o n  c e l l  g ro w t h  w h i l e  fn a l  c e l l  g ro w t h ,  g e n e  t ra n s fe r,  a n d  e x p re s s i o n  a n d  d e l i v e ry  o c c u r i n  a n  a d h e re n t -

s t a t e .  [ 4 3 ]  A fu rt h e r b e n eft  o f t h i s  m e t h o d  i s  t h a t  t h e  c e l l s  a re  re t a i n e d  o n  t h e  fx e d - b e d  b i o re a c t o r,  re s u l t i n g  i n  l e s s  

c l a rifc a t i o n /h a rv e s t i n g  re q u i re m e n t s  t o  re m o v e  c e l l u l a r d e b ri s .

2 . 2. 2 . 6 Ha rve stin g

F o l l o w i n g  t h e  e x p a n s i o n  a n d  p ro d u c t i o n  o f rAAV  t h ro u g h  t h e  g e n e  d e l i v e ry  m e t h o d  c h o s e n ,  t h e  c e l l s  m a y  o r m a y  n o t  

n e e d  t o  b e  l y s e d  t o  re l e a s e  t h e  v i ra l  v e c t o r.  B e c a u s e  t h e  c e l l  l y s i s  s t e p  c o n t ri b u t e s  t o  p ro c e s s  i m p u ri t i e s ,  c l a rifc a t i o n  

o p e ra t i o n s  a re  c ru c i a l  t o  h e l p  p ro v i d e  i n i t i a l  p u rifc a t i o n  o f t h e  rAAV  p ro d u c t  fro m  c e l l u l a r i m p u ri t i e s .  Va ri a t i o n s  e x i s t  

w i t h i n  t h e  c l a rifc a t i o n  m e t h o d s  b u t  a re  s i m i l a r t o  l a rg e  s c a l e  b i o l o g i c a l  p ro d u c t i o n .
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P a g e  2 2  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

C e l l  l y s i s  re l e a s e s  t h e  AAV  v e c t o r p ro d u c t  fro m  t h e  h o s t  c e l l s .  T h i s  i s  t y p i c a l l y  a c c o m p l i s h e d  u s i n g  a  c h e m i c a l  l y s i n g  

a g e n t  s u c h  a s  a  d e t e rg e n t  a n d  a n  e n d o n u c l e a s e  t o  d e g ra d e  h o s t  c e l l  D N A a n d  n o n - e n c a p s u l a t e d  D N A,  h e l p i n g  

t o  re d u c e  h o s t  c e l l  D N A i m p u ri t i e s  [ 4 4 ] .  T h e s e  a g e n t s  a re  u s u a l l y  a d d e d  d i re c t l y  t o  t h e  b i o re a c t o r o f c h o i c e  a n d  

a d e q u a t e l y  m i x e d  t o  e n s u re  c o m p l e t e  l y s i s .  W h i l e  c h e m i c a l  l y s i s  a g e n t s  a re  t y p i c a l l y  u s e d  d u e  t o  t h e i r s c a l a b i l i t y  

a n d  u s e  i n  s u s p e n s i o n  p l a t fo rm s ,  p h y s i c a l  m e t h o d s  s u c h  a s  m i c rofu i d i z e r l y s i s  c a n  a l s o  b e  u t i l i z e d  [ 4 4 ] .  To  fu rt h e r 

p ro m o t e  fo c c u l a t i o n  fo r e a s i e r d e c a n t a t i o n ,  u s e  o f s o d i u m - c i t ra t e ,  c i t ri c  a c i d ,  a n d  p o l y c a t i o n s  ( M g C l 2  a n d  C a C l 2 )  

m a y  b e  e m p l o y e d .  T h i s  l o w e rs  t h e  a m o u n t  o f d e b ri s  e n t e ri n g  t h e  d e p t h  f l t e rs  a n d  m a y  re d u c e  t h e  s i z e  o f t h e  d e p t h  

f l t e r re q u i re d  b y  re d u c i n g  t h e  o v e ra l l  s u rfa c e  a re a  re q u i re m e n t s  fo r d e p t h  f l t ra t i o n  d u ri n g  c l a rifc a t i o n .  F l o c c u l a t i o n  

m e t h o d s  c o m b i n e d  w i t h  c e n t ri fu g a t i o n  i n s t e a d  o f d e p t h  f l t ra t i o n  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  a t  s m a l l  s c a l e  a n d  c o u l d  b e  

d e v e l o p e d  fu rt h e r fo r l a rg e  s c a l e  rAAV  m a n u fa c t u ri n g  [ 4 5 ] .

F o l l o w i n g  l y s i s ,  c l a rifc a t i o n  re m o v e s  l a rg e  c e l l u l a r d e b ri s .  T h i s  i s  t y p i c a l l y  a c c o m p l i s h e d  t h ro u g h  e i t h e r f l t ra t i o n  o r 

c e n t ri fu g a t i o n .  C e n t ri fu g a t i o n  a l l o w s  fo r c l a rifc a t i o n  b y  a p p l y i n g  c e n t ri fu g a l  fo rc e  t o  s e p a ra t e  p a rt i c l e s  b a s e d  o n  

d e n s i t y  a n d /o r p a rt i c l e  s i z e .  W h i l e  c e n t ri fu g a t i o n  i s  o ft e n  u s e d  fo r s m a l l - s c a l e  p ro d u c t i o n ,  i t  c a n  p re s e n t  c h a l l e n g e s  

w h e n  s c a l i n g  fo r l a rg e r p ro c e s s e s  a n d  u s i n g  s i n g l e - u s e  t e c h n o l o g y  [ 4 6 ] .

D e p t h  f l t ra t i o n  f l t e rs  re m o v e  c e l l u l a r d e b ri s .  I n i t i a l  w e t t i n g  o f t h e  f l t e r i s  re q u i re d  t o  re m o v e  l o o s e  p a rt i c l e s  l e ft o v e r 

fro m  t h e  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s  p ri o r t o  fu s h i n g  p ro d u c t .  D u e  t o  t h e  n a t u re  o f t h e  f l t e rs ,  t h i s  i s  u s u a l l y  a  fu l l y  s i n g l e -

u s e  s y s t e m  t h a t  a l l o w s  t h e  s y s t e m  t o  re m a i n  a  c l o s e d  p ro c e s s  w i t h  t h e  a s s i s t a n c e  o f p re s t e ri l i z e d  d e p t h  f l t ra t i o n  o r 

re n d e re d  c l o s e d  t h ro u g h  a  s a n i t i z a t i o n  m e t h o d .  T h e s e  s t e p s  o ft e n  u t i l i z e  s i m i l a r p ri n c i p l e s  a s  i n  n o rm a l  fo w  f l t ra t i o n  

d e s c ri b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 . 2 . 7 .

F o l l o w i n g  t h e  c l a rifc a t i o n  s t e p s ,  a  l o w  b i o b u rd e n  f l t e r ( 0 . 4 5  u m  o r 0 . 2 2  u m )  i s  o ft e n  u s e d  t o  fu rt h e r p o l i s h  t h e  c e l l  

l y s a t e  o r e x c re t e d  rAAV.  O p t i o n a l l y,  a n  i n t e rm e d i a t e  u l t raf l t ra t i o n / d i af l t ra t i o n  s t e p  c o u l d  b e  c o m p l e t e d  d i re c t l y  

a ft e rw a rd  t o  a l l o w  fo r a  5 – 1 0  t i m e  c o n c e n t ra t i o n  o f p ro d u c t .

2 . 2. 2 . 7 Pu rifca tio n

M u c h  l i k e  w i t h  b i o l o g i c  p ro d u c t s ,  p u rifc a t i o n  i s  a  re q u i re m e n t  fo r a n y  rAAV  p ro c e s s  b e fo re  b e i n g  a d m i n i s t e re d  t o  

a  p a t i e n t  t o  s e p a ra t e  t h e  p ro d u c t  fro m  i m p u ri t i e s ,  p o t e n t i a l  a d v e n t i t i o u s  a g e n t s ,  a n d  a d d e d  p ro c e s s  c o m p o n e n t s .  

P u rifc a t i o n  o p e ra t i o n s  m u s t  n o t  n e g a t i v e l y  a l t e r t h e  p ro d u c t .

A c o m b i n a t i o n  o f u n i t  o p e ra t i o n s  m a y  b e  c h o s e n  i n c l u d i n g  n o rm a l  fo w  f l t ra t i o n ,  u l t raf l t ra t i o n /d i af l t ra t i o n ,  T F F,  

u l t ra c e n t ri fu g a t i o n ,  c h ro m a t o g ra p h y,  a n d  v i ra l  f l t ra t i o n /n a n of l t ra t i o n  s t e p s .  L a rg e - s c a l e  rAAV  G M P  m a n u fa c t u ri n g  

fo r u s e  i n  h u m a n s  p re d o m i n a n t l y  u t i l i z e s  c h ro m a t o g ra p h y  p u rifc a t i o n  t e c h n i q u e s ,  h o w e v e r o rt h o g o n a l  p u rifc a t i o n  

m e t h o d s  s u c h  a s  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  o r a  c o m b i n a t i o n  o f c h ro m a t o g ra p h y  a n d  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  c a n  a l s o  b e  e m p l o y e d .

N o rm a l  F l o w  F i l t ra t i o n /D e a d - E n d  F i l t ra t i o n

N o rm a l  fo w  f l t ra t i o n /d e a d - e n d  f l t ra t i o n  e x a m p l e s  i n c l u d e  p ro c e s s e s  a ro u n d  h a rv e s t i n g ,  fo c c u l a t i o n /c l a rifc a t i o n ,  

p ref l t e rs  t o  o t h e r u n i t  o p e ra t i o n s ,  v i ra l  f l t ra t i o n ,  b u l k  f l l ,  a n d  D P  fo rm u l a t i o n .  Ty p i c a l l y,  n o rm a l  fo w  f l t ra t i o n  o c c u rs  

a ro u n d  t h e  h a rv e s t i n g  s t e p  o f a  rAAV  p ro c e s s  t o  re m o v e  c e l l  d e b ri s  a n d  o t h e r c o m p o n e n t s  fro m  t h e  u p s t re a m  

p ro c e s s .  T h i s  s t e p  m a y  b e  fo l l o w e d  b y  a n  a d d i t i o n a l  p o l i s h i n g  f l t e r t y p i c a l l y  u s i n g  a  0 . 4 5  µ m  o r 0 . 2 2  µ m  p o re  s i z e .  

P ref l t e rs  i n  t h e  p ro c e s s  b e fo re  s p e c ifc  u n i t  o p e ra t i o n s  m a y  p ro t e c t  e q u i p m e n t  fro m  a n y  l a rg e  p a rt i c l e s .  Ty p i c a l l y,  t h i s  

o c c u rs  b e fo re  a  c h ro m a t o g ra p h y  s t e p ,  o r fo l l o w i n g  a n y  “ h o l d  s t e p s ”  w h e re  t h e  p ro d u c t  h a s  b e e n  re fri g e ra t e d  o r s t o re d  

a t  a m b i e n t  t e m p e ra t u re  fo r a n  e x t e n d e d  p e ri o d  t o  re d u c e /l o w e r t h e  t u rb i d i t y  o f t h e  p ro d u c t .  Ad d i t i o n a l  n o rm a l  fo w  

f l t ra t i o n  o p e ra t i o n s  o c c u r fo r v i ra l  f l t ra t i o n .

N o rm a l  fo w  f l t ra t i o n /d e a d - e n d  f l t ra t i o n  i s  u s e d  a t  t h e  e n d  o f t h e  D S  p ro c e s s ,  w h e n  t h e  p ro d u c t  w i l l  b e  s t o re d  fo r 

a n  e x t e n d e d  p e ri o d  a s  “ d ru g  s u b s t a n c e . ”  Ty p i c a l l y,  t h e  fn i s h e d  p ro d u c t  i s  f l t e re d  t h ro u g h  a  0 . 2  µ m  p o re  s i z e  f l t e r 

b e fo re  s t o ri n g  i n  t h e  b u l k  c o n t a i n e r t h a t  w i l l  h o l d  t h e  fro z e n  p ro d u c t .  At  t h e  D P  fo rm u l a t i o n  s t e p  b e fo re  D P  f l l i n g ,  t h e  

rAAV  p ro d u c t  i s  t y p i c a l l y  f l t e re d  o n c e  m o re  t h ro u g h  a  0 . 2  µ m  f l t e r.  Ty p i c a l l y,  t h i s  f l t e r i s  t e s t e d  t o  v a l i d a t e  a n d  e n s u re  

i n t e g ri t y  t h ro u g h o u t  t h e  i n s t a l l a t i o n  a n d  p ro c e s s i n g  s t e p s .  T h i s  s t e p  i s  t ra d i t i o n a l l y  t h e  b o u n d a ry  w h e re  t h e  rAAV  

p ro d u c t  c l a s s ife d  a s  a  “ l o w  b i o b u rd e n  p ro c e s s ”  b e c o m e s  a n  “ a s e p t i c  p ro c e s s . ”
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I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  2 3

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

Ultracentrifugation

U l t ra c e n t ri fu g a t i o n  i s  a  c o m m o n  t e c h n i q u e  fo r p u ri fy i n g  v i ru s e s ,  i n c l u d i n g  rAAV,  v i a  l y s a t e  m i g ra t i o n  t h ro u g h  d e n s i t y  

g ra d i e n t s  t o  fa c i l i t a t e  v i ru s  s e d i m e n t a t i o n  a t  t h e  a p p ro p ri a t e  d e n s i t y.  T h i s  s t e p  m a y  b e  b a t c h - b a s e d  ( m o re  c o m m o n  i n  

re s e a rc h - g ra d e  o p e ra t i o n s )  o r c o n t i n u o u s  a n d  a u t o m a t e d  fo r l a rg e - s c a l e  m a n u fa c t u ri n g ,  a n d  i s  u s e d  t o  p u ri fy  rA AV  

fro m  c e l l  l y s a t e  a n d /o r fu rt h e r s e p a ra t e  e m p t y  a n d  fu l l  c a p s i d s  ( p o l i s h i n g  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n ) .

I o d i x a n o l  a n d  C e s i u m  C h l o ri d e  ( C s C l )  a re  c o m m o n l y  u s e d  g ra d i e n t s  fo r t h e  p u rifc a t i o n  o f rAAV.  I o d i x a n o l  h a s  b e e n  

re p o rt e d  t o  a c h i e v e  h i g h e r v e c t o r p u ri t y,  h o w e v e r,  v e c t o r p re p a ra t i o n s  c o n t a i n  h i g h e r p e rc e n t a g e s  o f e m p t y  c a p s i d s  

c o m p a re d  t o  p u rifc a t i o n  u s i n g  a  C s C l  g ra d i e n t .  W h i l e  C s C l  m e t h o d s  w e re  h i s t o ri c a l l y  u s e d  t o  p u ri fy  v e c t o rs  d i re c t l y  

fro m  c e l l  l y s a t e ,  t h e y  a re  c o m p l e x  a n d  t i m e - c o n s u m i n g  a s  t h e y  i n v o l v e  P o l y e t h y l e n e  G l y c o l  ( P E G )  p re c i p i t a t i o n  a n d  

a re  n o t  e a s i l y  s c a l a b l e  [ 4 7 ] .  As  a  re s u l t ,  C s C l  t e c h n i q u e s  a re  n o w  m o re  c o m m o n l y  u s e d  t o  s e p a ra t e  e m p t y  a n d  fu l l  

c a p s i d s  fo l l o w i n g  i o d i x a n o l  g ra d i e n t  p u rifc a t i o n  o r afn i t y  c a p t u re  c h ro m a t o g ra p h y.

I n  t h e  s m a l l - s c a l e ,  b a t c h - b a s e d  fo rm a t ,  u l t ra c e n t ri fu g e  t u b e s  a re  t y p i c a l l y  p re p a re d  a n d  l o a d e d  m a n u a l l y  w i t h i n  

a  B S C  t o  k e e p  t h e s e  o p e n  p ro c e s s  s t e p s  a s e p t i c .  T h e  e x t ra c t i o n  o f rAAV  w i t h  a  b a t c h - b a s e d  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  

p ro c e s s  i n c l u d e s  t h e  m a n u a l  re m o v a l  o f t h e  v i ra l  re g i o n s  o r b a n d s  o b s e rv e d  i n  t h e  u l t ra c e n t ri fu g e  t u b e ,  t y p i c a l l y  v i a  a  

h y p o d e rm i c  n e e d l e  w i t h i n  t h e  B S C .

S c a l a b l e  c o n t i n u o u s -fo w  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  s y s t e m s  u s i n g  d e n s i t y  g ra d i e n t s  h a v e  b e e n  o n  t h e  m a rk e t  fo r d e c a d e s  

a n d  h a v e  b e e n  h i s t o ri c a l l y  u t i l i z e d  a s  a  w o rk h o rs e  fo r i nfu e n z a  p u rifc a t i o n  i n  t h e  v a c c i n e  i n d u s t ry.  T h e  p u rifc a t i o n  

p ri n c i p l e  i s  i d e n t i c a l  t o  t h e  b a t c h - b a s e d  t e c h n i q u e ;  h o w e v e r,  t h i s  fo rm a t  i s  s c a l a b l e  a n d  e n a b l e s  t h e  c o n t i n u o u s  

s i n g l e  o r m u l t i - p a s s  p u rifc a t i o n  o f l a rg e  l y s a t e  v o l u m e s  i n  t h e  ra n g e  o f 5 0 – 2 0 0  L  p e r s p i n .  rAAV  e x t ra c t i o n  fo l l o w i n g  

c e n t ri fu g a t i o n  i s  a c c o m p l i s h e d  b y  a u t o m a t e d  fra c t i o n  c o l l e c t i o n  a n d  c a n  b e  c o n t ro l l e d  b y  U V  o r re fra c t i v e  i n d e x  

m e a s u re m e n t .  T h e s e  s y s t e m s  c a n  b e  fu l l y  c l o s e d  a n d  i n t e g ra t e d  w i t h  a u t o m a t e d  fu i d  h a n d l e rs  u s i n g  a  s t e ri l e  

s i n g l e - u s e  fu i d  p a t h  [ 4 8 ,  4 9 ] .  T h e  ro t o r c a s i n g  a n d  ro t o r c o re  o n  t h e  o t h e r h a n d  a re  re u s a b l e  a s s e m b l i e s  m a d e  o f 

s t a i n l e s s  s t e e l  a n d  i n e rt  p o l y m e rs ,  re s p e c t i v e l y.  T h e  u l t ra c e n t ri fu g e  c o m p o n e n t s  a n d  fo w  p a t h  t h e re fo re  re q u i re  

c l e a n i n g  v a l i d a t i o n ,  p e rfo rm e d  w i t h  a n  i n a c t i v a t i o n  a g e n t ,  i n c l u d i n g  b u t  n o t  l i m i t e d  t o ,  N a O H  a n d  7 0 %  I PA.  W h i l e  t h e  

c e n t ri fu g a t i o n  a p p ro a c h e s  d e s c ri b e d  a b o v e  a re  l e s s  p o p u l a r fo r rAAV  G M P  m a n u fa c t u ri n g  t h a n  c h ro m a t o g ra p h y,  t h e y  

a re  ro b u s t  a n d  c a n  b e  s u c c e s s fu l l y  i m p l e m e n t e d  w i t h  p ro p e r ri s k  a s s e s s m e n t s  a n d  ri s k - b a s e d  c l e a n i n g  v a l i d a t i o n  

s t ra t e g i e s  d e v e l o p e d  a ro u n d  j u s t ifa b l e  a n d  re a l i s t i c  a c c e p t a n c e  c ri t e ri a  [ 5 0 ] .

P o l i s h i n g  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  m a y  b e  u s e d  fo r e m p t y /fu l l  c a p s i d  s e p a ra t i o n  i n  p l a c e  o f c h ro m a t o g ra p h y  p o l i s h i n g  s t e p s  

a n d  c o m m o n l y  u s e s  C s C l  g ra d i e n t s .  P u rifc a t i o n  p ro c e s s e s  u s i n g  C s C l  m e t h o d s  re q u i re  c a re fu l  c o n s i d e ra t i o n  a n d  

e v a l u a t i o n  o f re s i d u a l  C s C l  i n  t h e  D S  a n d  D P  a s  C s C l  p o s e s  s i g n ifc a n t  s a fe t y  ri s k s  [ 5 1 ] .  O ft e n ,  b e fo re  a n d  a ft e r t h e  

u l t ra c e n t ri fu g e  s t e p ,  t h e re  a re  U l t raf l t ra t i o n /D i af l t ra t i o n  ( U F D F )  s t e p s  fo r b ufe r e x c h a n g e  i n t o  a  c e n t ri fu g a t i o n  b ufe r 

m e d i u m  a s  w e l l  a s  a  b ufe r e x c h a n g e  o u t  o f t h e  c e n t ri fu g a t i o n  b ufe r m e d i u m  a n d  i n t o  t h e  fo rm u l a t i o n  b ufe r.

Chromatography

C h ro m a t o g ra p h y  i s  a  c o m m o n  p u rifc a t i o n  s t e p  u t i l i z e d  b y  t h e  b i o p h a rm a c e u t i c a l  i n d u s t ry.  W i t h i n  t h e  rAAV  p u rifc a t i o n  

p ro c e s s ,  i t  i s  u t i l i z e d  fo r AAV  c a p t u re ,  i m p u ri t i e s  c l e a ra n c e  ( p u rifc a t i o n /p o l i s h i n g ) ,  a s  w e l l  a s  e m p t y /fu l l  c a p s i d  

s e p a ra t i o n  t o  e n ri c h  fo r fu l l  c a p s i d s .  I n  a  rAAV  p u rifc a t i o n  p ro c e s s ,  t h e re  a re  t y p i c a l l y  1 – 3  c h ro m a t o g ra p h y  s t e p s  

u s e d  a n d  fo w  t h ro u g h  o r b i n d /e l u t e  m e t h o d s  m a y  b e  d e p l o y e d .

C h ro m a t o g ra p h y  h a s  t w o  m a j o r m o d e s  o f fu n c t i o n ,  “ b i n d /e l u t e ”  a n d  “fo w t h ro u g h ”  m o d e .  I n  a  b i n d  a n d  e l u t e  m o d e  o f 

o p e ra t i o n ,  t h e  v i ra l  v e c t o r i s  p u m p e d  t h ro u g h  t h e  c h ro m a t o g ra p h y  s k i d  a n d  l o a d e d  o n t o  t h e  c o l u m n .  O n c e  t h e  p ro d u c t  

i s  l o a d e d  t o  t h e  c o l u m n ,  a n d  t h e  re m a i n i n g  i m p u ri t i e s  h a v e  p a s s e d  t h ro u g h  o r b e e n  “ w a s h e d ”  t h ro u g h  t h e  c o l u m n ,  

t h e  p ro d u c t  i s  “ e l u t e d ”  of t h e  c o l u m n  m a t ri x ,  a n d  t h e  v i ra l  v e c t o r t ra n s fe rs  t o  t h e  n e x t  m a j o r p u rifc a t i o n  s t e p .  I n  a  fo w  

t h ro u g h  m o d e  o f o p e ra t i o n ,  t h e  v i ra l  v e c t o r p a s s e s  t h ro u g h  t h e  c h ro m a t o g ra p h y  m a t ri x  w h i l e  t h e  i m p u ri t i e s  a re  b o u n d  

t o  t h e  c o l u m n .
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Af n i t y  C h ro m a t o g ra p h y  [ 5 2 ]

Afn i t y  c h ro m a t o g ra p h y  i s  b a s e d  o n  a n  afn i t y  l i g a n d  t h a t  b i n d s  AAV  a n d  fro m  w h i c h  AAV  c a n  b e  re l e a s e d /e l u t e d .  

I t  o ft e n  h a s  t h e  h i g h e s t  s p e c ifc i t y  o f c h ro m a t o g ra p h y  o p e ra t i o n s .  F o r A AV,  i t  i s  s p e c ifc  t o  t h e  s e ro t y p e  u s e d  i n  t h e  

p ro d u c t i o n  o f t h a t  s p e c ifc  p ro d u c t .  AAV  afn i t y  c h ro m a t o g ra p h y  t y p i c a l l y  u t i l i z e s  a  ri g i d  c ro s s - l i n e d  a g a ro s e - b a s e  

m a t ri x  c o u p l e d  t o  a  d e x t ra n  s u l fa t e  l i g a n d .  O t h e r l i g a n d s  m a y  a l s o  b e  u t i l i z e d  fo r t h e  p u rifc a t i o n  o f v a ri o u s  o t h e r 

s e ro t y p e s .  D e x t ra n  s u l fa t e  l i g a n d s  a re  c o m m o n l y  u s e d  fo r p u rifc a t i o n  o f AAV 1 ,  AAV 2 ,  AAV 3 ,  a n d  AAV 5  s e ro t y p e s .  

B ufe rs  u s e d  fo r t h i s  p ro c e s s  a re  t y p i c a l l y  Tri s - H C l  b a s e d  a t  p H  8 . 0  a n d  a re  u s e d  fo r p ro d u c t  l o a d i n g  a n d  w a s h i n g .  

T h e  w a s h  b ufe r m a y  a l s o  c o n t a i n  N a C l .  F o r e l u t i o n  o f t h e  p ro d u c t ,  a  p H  g ra d i e n t  fro m  a c i d i c  t o  b a s i c  c o n d i t i o n s  i s  

u t i l i z e d .  T h e s e  b ufe rs  m a y  c o n t a i n  s o d i u m  a c e t a t e  ( a c i d i c )  a n d  a rg i n i n e  ( b a s i c ) .

W h i l e  afn i t y  i s  h e l p fu l  t o  b i n d  t h e  rAAV  p ro d u c t ,  i t  d o e s  n o t  d ife re n t i a t e  b e t w e e n  e m p t y /fu l l  c a p s i d s ,  t h u s  fu rt h e r 

p u rifc a t i o n  s t e p s  m a y  b e  re q u i re d .  Afn i t y  c h ro m a t o g ra p h y  i s  a l w a y s  o p e ra t e d  i n  a  b i n d /e l u t e  m o d e .

Ty p i c a l  afn i t y  c h ro m a t o g ra p h y  s t e p s  i n c l u d e  e q u i l i b ra t i o n ,  l o a d ,  w a s h ,  e l u t i o n ,  a n d  i n a c t i v a t i o n  ( b e fo re  d i s p o s a l ) .

I o n  E x c h a n g e  C h ro m a t o g ra p h y

I o n  e x c h a n g e  c h ro m a t o g ra p h y  i s  a  c o m m o n  m e t h o d  fo r b i o l o g i c s  p u rifc a t i o n  t h a t  i s  o ft e n  fo u n d  w i t h i n  rAAV  

p u rifc a t i o n  p ro c e s s e s .  I o n  e x c h a n g e  s e p a ra t e s  m o l e c u l e s  d e p e n d i n g  o n  t h e  m o l e c u l e ’ s  n e t  s u rfa c e  c h a rg e  a n d  

w i l l  i n t e ra c t  w i t h  a  c h ro m a t o g ra p h y  m e d i u m  b a s e d  o n  d ife re n c e s  i n  o v e ra l l  c h a rg e ,  c h a rg e  d e n s i t y,  a n d  s u rfa c e  

c h a rg e  d i s t ri b u t i o n .  I o n  e x c h a n g e  c h ro m a t o g ra p h y  m a y  b e  u s e d  i n  e i t h e r a  b i n d /e l u t e  o r fo w t h ro u g h  m e t h o d  o f 

c h ro m a t o g ra p h y  o p e ra t i o n s .  rA AV  p u rifc a t i o n  p ro c e s s e s  l e v e ra g i n g  i o n  e x c h a n g e  c h ro m a t o g ra p h y  t y p i c a l l y  u t i l i z e  

a  ri g i d ,  a g a ro s e  m e d i u m  w i t h  d e x t ra n  s u rfa c e  e x t e n d e rs .  T h i s  m e d i u m  i s  t y p i c a l l y  fu n c t i o n a l i z e d  w i t h  a  v a ri e t y  o f 

q u a t e rn i z e d  a m i n e s  o r P E I s .

T h e  b i n d /e l u t e  m o d e  o f s e p a ra t i o n  w o rk s  b y  b i n d i n g  p ro d u c t  o f i n t e re s t  c o m p o n e n t s  t o  t h e  c h ro m a t o g ra p h y  m e d i u m  

b a s e d  o n  e l e c t ro s t a t i c  c h a rg e s .  I f t h e  m e d i u m  h a s  n e g a t i v e l y  c h a rg e d  fu n c t i o n a l  g ro u p s  ( a s  i n  c a t i o n  e x c h a n g e )  

t h e n  c o m p o n e n t s  w i t h  p o s i t i v e l y  c h a rg e d  i o n s  w i l l  b i n d  t o  i t .  I f t h e  m e d i u m  h a s  p o s i t i v e l y  c h a rg e d  fu n c t i o n a l  g ro u p s  

( a s  i n  a n i o n  e x c h a n g e )  t h e n  t h e  c o m p o n e n t s  w i t h  n e g a t i v e l y  c h a rg e d  i o n s  w i l l  b i n d  t o  i t .  O n c e  t h e  p ro d u c t  i s  b o u n d ,  

t h e  m e d i u m  i s  w a s h e d ,  a n d  n o n - b o u n d  m a t e ri a l  i s  w a s h e d  t h ro u g h .  F o l l o w i n g  t h e  w a s h  s t e p s ,  t h e  b o u n d  m a t e ri a l  

i s  e l u t e d  u n d e r c o n d i t i o n s  o f i n c re a s i n g  i o n i c  s t re n g t h  o r c h a n g e  i n  p H .  W i t h  i n c re a s i n g  s a l t  c o n c e n t ra t i o n ,  s a l t  i o n s  

i n  t h e  b ufe r c o m p e t e  fo r b i n d i n g  w i t h  t h e  c h a rg e s  o n  t h e  m e d i u m ,  a n d  t h e  b o u n d  m a t e ri a l  i s  d i s p l a c e d  a n d  e l u t e d .  

Al t e rn a t i v e l y,  w h e n  t h e  p H  i s  c h a n g e d ,  b o u n d  p ro t e i n s  a re  t i t ra t e d  a n d  e v e n t u a l l y  b e c o m e  n o n c h a rg e d  o r h a v e  t h e  

s a m e  c h a rg e  a s  t h e  l i g a n d ,  l e a d i n g  t o  re p u l s i o n  a n d  e l u t i o n  o f t h e  b o u n d  p ro t e i n .  Ty p i c a l  b ufe rs  i n  s u c h  a  p ro c e s s  

a re  Tri s  b a s e d  b ufe rs  ( p H  9 . 0 )  u t i l i z e d  fo r e q u i l i b ra t i o n ,  l o a d i n g ,  a n d  w a s h i n g .  P o l y c a t i o n s ,  s u c h  a s  M g C l 2 ,  a re  

fre q u e n t l y  u t i l i z e d  a n d  a  l i n e a r b ufe r g ra d i e n t  o f i n c re a s i n g  N a C l  c o n c e n t ra t i o n  i s  t y p i c a l l y  e m p l o y e d  fo r e l u t i o n  a n d  

efc i e n t  s e p a ra t i o n  b y  e x p l o i t i n g  t h e  c h a rg e  d ife re n c e s  o f e m p t y  a n d  fu l l  c a p s i d s .

I n  fo w t h ro u g h  m o d e ,  t h e  p H  o f t h e  p ro d u c t  o f i n t e re s t  a n d  b ufe r i s  s e l e c t e d  t o  m o d i fy  t h e  c h a rg e  o f t h e  rAAV  t a rg e t  

o r t h e  c h ro m a t o g ra p h y  m e d i u m  s u c h  t h a t  t h e  rAAV  w i l l  n o t  b i n d  b u t  w i l l  ra t h e r fo w  t h ro u g h  t h e  c o l u m n ,  l e a v i n g  m o s t  

i m p u ri t i e s  b o u n d .  I n  t h i s  m o d e  o f o p e ra t i o n ,  a d d i t i o n a l  w a s h  s t e p s  i n c re a s e  i m p u ri t y  re m o v a l  a n d  t h e re  i s  n o  p ro d u c t  

o f i n t e re s t  e l u t i o n  s t e p s  n e c e s s a ry.  [ 5 3 ]

F o r e x a m p l e ,  t h e  p ro d u c t  w i l l  b e  w a s h e d  t h ro u g h  fro m  t h e  frs t  c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n  w h i l e  i m p u ri t i e s  w i l l  re m a i n  

b o u n d  t o  t h i s  frs t  c o l u m n .  T h e n ,  t h e  p ro d u c t  w i l l  b i n d  t o  t h e  s e c o n d  c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n ,  a n d  re s i d u a l  i m p u ri t i e s  

w i l l  b e  w a s h e d  t h ro u g h  t h e  s e c o n d  c o l u m n .  T h e  p ro d u c t  i s  t h e n  e l u t e d  fro m  t h e  s e c o n d  c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n  i n  

s e ri e s ,  t h e n  g o i n g  o n  t o  fu rt h e r p u rifc a t i o n  s t e p s .
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S p e c ifc  t o  rAAV  p u rifc a t i o n  p ro c e s s e s ,  i o n  e x c h a n g e  c h ro m a t o g ra p h y  i s  o ft e n  u s e d  fo r e m p t y / fu l l  c a p s i d  

d ife re n t i a t i o n  a n d  e m p t y  c a p s i d  re m o v a l .  T h e  i o n  e x c h a n g e  p ro c e s s  i s  t y p i c a l l y  d e t e rm i n e d  b y  p e rc e n t a g e  o f e m p t y /

fu l l  c a p s i d s ,  t y p i c a l l y  p e rfo rm e d  b y  a  q P C R  I P T  ( o r s i m i l a r t e c h n o l o g y ) .  W i t h i n  t h e  AAV  s e ro t y p e s ,  fu l l  c a p s i d s  t y p i c a l l y  

h a v e  a  l o w e r i s o e l e c t ri c  p o i n t  t h a n  t h e  e m p t y  c a p s i d s ,  t h u s  a l l o w i n g  t h e  i o n  e x c h a n g e  p ri n c i p l e s  d e s c ri b e d  a b o v e  t o  

b e  a p p l i e d .  I o n  e x c h a n g e  c h ro m a t o g ra p h y  s k i d s  t y p i c a l l y  h a v e  g ra d i e n t  e l u t i o n  c a p a b i l i t i e s  a n d  2 6 0  n m  a n d  2 8 0  n m  

U V  s e n s o rs  t o  p e rfo rm  i n l i n e  s p e c t ro p h o t o m e t ry  t o  d e t e c t  m e a s u re m e n t s  o f D N A a n d  p ro t e i n ,  re s p e c t i v e l y.

A k e y  a d v a n t a g e  t o  i o n  e x c h a n g e  e m p t y /fu l l  c a p s i d  d ife re n t i a t i o n  a n d  re m o v a l  i s  t h a t  i t  i s  a  d i re c t l y  “ s c a l e -

u p ”  a p p ro a c h  c o m p a re d  t o  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n ,  w h i c h  i s  o ft e n  a  s c a l e - o u t  a p p ro a c h  ( b a t c h  m o d e ) .  C o n t i n u o u s  

u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  m e t h o d s  a re  a v a i l a b l e  a n d  c a n  b e  fo u n d  d e s c ri b e d  i n  t h e  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  s e c t i o n .  A k e y  

d i s a d v a n t a g e  t o  i o n  e x c h a n g e  c h ro m a t o g ra p h y  i s  t h a t  i t  m a y  b e  d ifc u l t  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  “ fu l l  c a p s i d s ”  a n d  

“ fu n c t i o n a l l y  fu l l  c a p s i d s ”  a n d  “ p a rt i a l l y  fu l l  c a p s i d s ”  i n  re g a rd  t o  rAAV  p u rifc a t i o n .

H y d ro p h o b i c  I n t e ra c t i o n  C h ro m a t o g ra p h y  ( H I C )

H I C  t a rg e t s  t h e  h y d ro p h o b i c i t y  o f t h e  b i n d i n g  e l e m e n t .  T h i s  t y p e  o f c h ro m a t o g ra p h y  t y p i c a l l y  o p e ra t e s  i n  a  b i n d /e l u t e  

m e t h o d .  I t  c a n  b e  a  s e ro t y p e  i n d e p e n d e n t  m e t h o d  o f c h ro m a t o g ra p h y  p u rifc a t i o n  [ 5 4 ] .  W h i l e  n o t  a s  t y p i c a l l y  s e e n  

i n  rAAV  c h ro m a t o g ra p h y  m e t h o d s  a s  i o n  e x c h a n g e  a n d  afn i t y  c h ro m a t o g ra p h y,  i t  c a n  b e  u t i l i z e d  i n  d e v e l o p m e n t  

p ro c e s s e s  fo r a  s c a l a b l e  a n d  s i m p l e r m e t h o d  o f p u rifc a t i o n  ( a s  o p p o s e d  t o  h i g h l y  s p e c ifc  c h ro m a t o g ra p h y  re s i n s )  [ 5 5 ] .

Re s i n - B a s e d  C o l u m n s  v e rs u s  M o n o l i t h i c  C o l u m n s

rAAV  p ro d u c t i o n  m a y  u s e  re s i n - b a s e d  c h ro m a t o g ra p h y  o r m o n o l i t h i c  c h ro m a t o g ra p h y  m e t h o d s .  R e s i n - b a s e d  

m a t ri c e s  w i l l  b e  s p e c ife d  fo r t h a t  u s e  a n d  t h e  c o l u m n  c a n  b e  p a c k e d  fo r v a ri o u s  re s i n  t y p e s  a n d  m e t h o d s .  M o n o l i t h i c  

c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n s  a re  a  s i n g l e  s o l i d ,  c o n n e c t e d  m a t ri x  a n d  a re  s p e c ife d  w i t h  d ife re n t  c h a n n e l  s i z e s  t h a t  m a y  

a l l o w  m o re  l a m i n a r m a s s  fo w  p ro p e rt i e s  t h ro u g h  t h e  c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n .

O t h e r C o n s i d e ra t i o n s

Ad d i t i o n a l  c o n s i d e ra t i o n s  a p p l y  i f c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n s  a re  re u s e d  t o  p ro c e s s  m u l t i p l e  u p s t re a m  b a t c h e s  d u ri n g  

a  s i n g l e - p ro d u c t  m a n u fa c t u ri n g  c a m p a i g n .  I n  t h i s  s c e n a ri o ,  t h e  c h ro m a t o g ra p h y  c o l u m n s  w o u l d  b e  re g e n e ra t e d  

fo l l o w i n g  e l u t i o n ,  p l a c e d  i n  a  s t o ra g e  b ufe r,  s a n i t i z e d ,  a n d  e q u i l i b ra t e d  b e fo re  u s e  i n  a c c o rd a n c e  w i t h  c o l u m n  h o l d  

t i m e  s t u d i e s  a n d  c l e a n i n g  v a l i d a t i o n .

N a n of l t ra t i o n

N a n of l t ra t i o n  i s  a  s t e p  t h a t  m a y  b e  u t i l i z e d  i n  a  rAAV  p u rifc a t i o n  p ro c e s s  t o  re m o v e  p o t e n t i a l  a d v e n t i t i o u s  a g e n t s .  I t  

i s  t y p i c a l l y  a  p ro c e s s  s t e p  e m p l o y i n g  a  n o rm a l /d e a d - e n d  fo w  f l t ra t i o n  o r T F F  s t e p  w i t h  s p e c ifc  v i ra l - re t a i n i n g  f l t e rs .  

AAV  h a s  t h e  a b i l i t y  t o  fo w  t h ro u g h  3 5  n m  f l t e rs ,  a l l o w i n g  s e p a ra t i o n  o f l a rg e r i m p u ri t i e s .  T h e  o b j e c t i v e  o f t h i s  s t e p  

i s  fu rt h e r i m p u ri t y  re m o v a l  a n d  a d v e n t i t i o u s  a g e n t  re d u c t i o n .  I n t e g ri t y  t e s t i n g  o f t h i s  s t e p ,  i f i t  e x i s t s  i n  a  p ro c e s s ,  i s  

t y p i c a l l y  c ri t i c a l  a n d  m a y  c o n t a i n  q u a n t i t a t i v e  o r q u a l i t a t i v e  i n t e g ri t y  t e s t i n g  m e t h o d s .

U F D F /B ufe r E x c h a n g e

U l t raf l t ra t i o n /D i af l t ra t i o n  ( U F D F )  i s  a  p u rifc a t i o n  s t e p  u s u a l l y  i n c l u d e d  i n  rAAV  p u rifc a t i o n  p ro c e s s e s  t h a t  u s e  

T F F  m e t h o d s .  I t  i s  c o m m o n l y  u t i l i z e d  fo l l o w i n g  h a rv e s t i n g  c l a rifc a t i o n ,  s i n g l e  u s e  c e n t ri fu g a t i o n ,  o r t h ro u g h o u t  t h e  

p u rifc a t i o n  p ro c e s s  w h e re  a  b ufe r e x c h a n g e  s t e p  i s  re q u i re d .  U F D F  s t e p s  c o n c e n t ra t e  p ro d u c t  t h ro u g h  v o l u m e  

re d u c t i o n ,  a n d  e x c h a n g e  b ufe rs  t h ro u g h  d i af l t ra t i o n .  U F D F  a s  a  p o l i s h i n g  s t e p  t y p i c a l l y  re m o v e s  l o w  m o l e c u l a r 

w e i g h t  i m p u ri t i e s  a n d  l i q u i d s  t h a t  m a y  n o t  b e  c a p t u re d  t h ro u g h  a  f l t ra t i o n  p ro c e s s ,  w h i l e  re t a i n i n g  h i g h e r m o l e c u l a r 

w e i g h t  s o l u b l e  c o m p o n e n t s ,  t y p i c a l l y  t h e  p ro d u c t .  U F D F  a l s o  p ro v i d e s  m e a n s  a n d  m e t h o d s  fo r b ufe r e x c h a n g e  t h a t  

m a y  b e  re q u i re d  fo r m u l t i p l e  p u rp o s e s  i n c l u d i n g  p re p a ra t i o n  fo r c h ro m a t o g ra p h y  s t e p s ,  u l t ra c e n t ri fu g a t i o n  s t e p s ,  

fre e z e /t h a w  s t ra t e g i e s ,  fo rm u l a t i o n  s t e p s ,  e t c .  T F F  i s  a  s t e p  c o m m o n l y  fo u n d  a ro u n d  h a rv e s t  o r D S  B u l k  F i l l  w h e re  

p ro d u c t  c a n  b e  fu rt h e r c o n c e n t ra t e d ,  i f n e c e s s a ry.  I n t e g ri t y  t e s t i n g  o f t h e  U F D F  s y s t e m  o r U F D F /T F F  c a s s e t t e s  m a y  

b e  re q u i re d  p e n d i n g  c o m p a n y  ri s k  a s s e s s m e n t s  a n d  q u a l i t y  ri s k  m a n a g e m e n t  s t ra t e g i e s .
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P a g e  2 6  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

 R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

2. 2. 2. 8  D ru g  Su b sta n ce  B u lk Fill

rA AV  p ro d u c t  b u l k  f l l i n g  i s  t ra d i t i o n a l l y  a  m a n u a l  p ro c e s s  w i t h  a u t o m a t e d  p ro c e s s e s  e m e rg i n g .  D u e  t o  t h e  s m a l l  

v o l u m e s  t y p i c a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  rAAV  D S  p ro d u c t s  c u rre n t l y,  l i m i t i n g  h o l d - u p  v o l u m e s  w i t h i n  s i n g l e - u s e  a s s e m b l i e s  

a n d  p ro c e s s e s  a re  a n  i m p o rt a n t  a s p e c t  t o  c o n s i d e r.  M i n i m i z i n g  a n y  t u b i n g  l e n g t h  o r p ro c e s s e s  t h a t  c o u l d  l e a d  

t o  p ro d u c t  l o s s  a re  i m p o rt a n t .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  h i g h  v a l u e  a s  w e l l  o f rAAV  p ro d u c t s .  rAAV  D S  p ro d u c t s  h a v e  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f b e i n g  s t e ri l e  f l t e re d  p ri o r t o  f l l i n g .  D S  b u l k  f l l  p ro d u c t s  c a n  b e  f l l e d  i n t o  b a g ,  ri g i d  p o l y m e ri c ,  o r g l a s s  

c o n t a i n e rs .  F o l l o w i n g  t h e  f l l i n g  i n t o  t h e  b u l k  D S  c o n t a i n e r,  s t e p  d o w n  fre e z e rs  m a y  b e  u t i l i z e d  t o  m a i n t a i n  a p p ro p ri a t e  

p ro d u c t  s t o ra g e  c o n d i t i o n s ,  t y p i c a l l y  b e t w e e n  - 2 0 ° C  a n d  - 8 0 ° C .  T h e n ,  l o n g - t e rm  s t o ra g e  c o n d i t i o n s  w i l l  b e  m a i n t a i n e d  

i n  a  - 8 0 ° C  fre e z e r.

M a i n t a i n i n g  p ro c e s s  c l o s u re  fo r m a n u a l  b u l k  f l l  p ro c e s s e s  c a n  b e  a  c h a l l e n g e .  P e rfo rm i n g  t h e s e  o p e ra t i o n s  w i t h i n  

a  B S C ,  o r i n  a n  i s o l a t o r,  t o  m a i n t a i n  e n v i ro n m e n t a l  a n d  p ro d u c t  s t e ri l i t y  i s  a n  i m p o rt a n t  a s p e c t  t o  c o n s i d e r.  T h e s e  

o p e ra t i o n s  a re  t y p i c a l l y  p e rfo rm e d  i n  l o c a l l y  p ro t e c t e d  o r G ra d e  A/I S O  5  e n v i ro n m e n t s .

2. 2. 2. 9  D ru g  Pro du ct Fill Fin is h  [56– 59 ]

F o rm u l a t i o n

B e fo re  f l l /fn i s h  c a n  o c c u r,  rAAV  D S  m a y  b e  s t o re d  i n  c o l d  c o n d i t i o n s  ( 2 ° C  –  8 ° C )  o r t h a w e d  i f fro z e n ,  fo rm u l a t e d ,  

a n d  s t e ri l e  f l t e re d .  T h e  rAAV  D S  i s  t y p i c a l l y  t h a w e d  v i a  re fri g e ra t o r,  t h a w i n g  d e v i c e ,  o r i n  a  c l o s e d  b a g  i n  a m b i e n t  

c l e a n ro o m  c o n d i t i o n s .

F i n a l  fo rm u l a t i o n  b ufe rs  a n d  e x c i p i e n t s  a re  a d d e d  a n d  m i x e d  i n t o  t h e  D S  b a g  b e fo re  fn a l  f l t ra t i o n ,  w h i c h  t y p i c a l l y  

o c c u rs  t h ro u g h  a  s t e ri l e  0 . 2 2  µ m  f l t e r.  T h e s e  e x c i p i e n t s  a re  t y p i c a l l y  c l a s s ife d  b y  t h e  F D A’ s  G R A S  l i s t  ( G e n e ra l l y  

R e g a rd e d  a s  S a fe )  [ 6 0 ] .  I n  re g a rd  t o  E U  G M P  An n e x  1  [ 6 1 ] ,  t h e  i n t e g ri t y  o f t h e  s t e ri l i z e d  f l t e r a s s e m b l y  s h o u l d  b e  

v e rife d  b y  i n t e g ri t y  t e s t i n g  b e fo re  u s e  ( p re - u s e  p o s t  s t e ri l i z a t i o n  i n t e g ri t y  t e s t  o r P U P S I T ) ,  t o  c h e c k  fo r d a m a g e  

a n d  l o s s  o f i n t e g ri t y  c a u s e d  b y  t h e  f l t e r p re p a ra t i o n  p ri o r t o  u s e  [ 5 5 ] .  R e d u n d a n t  f l t ra t i o n  o r t h e  fo w  p a t h  o f f l t e rs  

i n  s e ri e s  m a y  b e  c o n s i d e re d  a s  a n  o p e ra t i o n a l  s t ra t e g y  t o  m i t i g a t e  t h e  ri s k  o f o n e  f l t e r f l l i n g .  F i l t e r h o l d - u p  v o l u m e  

m u s t  a l s o  b e  c o n s i d e re d  a s  D P  v o l u m e s  t o  b e  f l t e re d  a re  o ft e n  l o w  a n d  p ro d u c t  l o s s  c a n  b e  s u b s t a n t i a l .  O n c e  t h e  

p ro d u c t  p a s s e s  t h ro u g h  t h e  fn a l  0 . 2 2  µ m  f l t e r,  t h e  p ro c e s s  i s  c o n v e rt e d  fro m  a  “ n o  o r l o w  b i o b u rd e n ”  D S  p ro c e s s  t o  

a n  “ a s e p t i c  a n d  s t e ri l e ”  D P  p ro c e s s  a n d  a s e p t i c  p ro c e s s i n g  c o n d i t i o n s  m u s t  b e  fo l l o w e d .  T h e  fo rm u l a t i o n  s t e p  m a y  o r 

m a y  n o t  p o o l  m u l t i p l e  D S  l o t s  t o g e t h e r i n t o  o n e  D P  l o t  t o  b e  p ro c e s s e d .  C l o s e d  p ro c e s s i n g  a n d  o p e n  m a n i p u l a t i o n s  

u n d e r a s e p t i c  c o n d i t i o n s  a re  re q u i re d .

As e p t i c  F i l l i n g

O n c e  fo rm u l a t i o n  i s  c o m p l e t e ,  t h e  rAAV  D P  i s  re a d y  fo r f l l /fn i s h  s t e p .  rAAV  D P  i s  t y p i c a l l y  f l l e d  i n  v i a l s  t h a t  m a y  b e  

p e rfo rm e d  b y  m a n u a l ,  s e m i a u t o m a t e d ,  o r a u t o m a t e d  f l l i n g  p ro c e s s e s .  T h e  a s e p t i c  f l l i n g  p ro c e s s  m u s t  fo l l o w  t h e  

s a m e  p ri n c i p l e s  a s  o t h e r b i o l o g i c s  a s e p t i c  f l l i n g  p ro c e s s e s  i n c l u d i n g  b u t  n o t  l i m i t e d  t o  c o m p o n e n t  p re p a ra t i o n ,  f l l i n g ,  

s t o p p e ri n g ,  c a p p i n g ,  c ri m p i n g ,  c o d i n g ,  C o n t a i n e r C l o s u re  I n t e g ri t y  Te s t i n g  ( C C I T ) ,  i n s p e c t i o n ,  m e d i a  f l l s /c h a l l e n g e s ,  

e t c .  As e p t i c  f l l i n g  m u s t  b e  p e rfo rm e d  i n  G ra d e  A/I S O - 5  c o n d i t i o n s  a n d  m a y  o c c u r u n d e r a  B S C ,  o p e n  R e s t ri c t e d  

A c c e s s  B a rri e r S y s t e m  ( R AB S ) ,  c l o s e d  R AB S ,  o r i s o l a t o r,  a n d  m u s t  c o n s i d e r b i o s a fe t y  p ri n c i p l e s  a n d  E U  G M P  An n e x  

1  [ 6 1 ]  a n d  P I C /S  An n e x  1  [ 6 2 ] ,  t h ro u g h o u t  t h e  D P  p ro c e s s .  F o r f l l i n g  o f s m a l l  D P  v o l u m e s ,  a  f l l i n g  l i n e  u s i n g  1 0 0 %  

re a d y - t o - u s e  v i a l s  c a n  b e  s e l e c t e d .  Tre n d s  i n  t h e  i n d u s t ry  i n c l u d e  t h e  u s e  o f g l o v e l e s s  i s o l a t o rs  a n d  ro b o t i c  f l l i n g  

t e c h n o l o g i e s .

L a b e l i n g ,  F re e z i n g  a n d  P a c k a g i n g

A ft e r t h e  f l l i n g  p ro c e s s ,  rAAV  D P  c a n  b e  i m m e d i a t e l y  l a b e l e d  a t  a m b i e n t  c o n d i t i o n s  a n d  fro z e n  i n  - 8 0 ° C  fre e z e rs  fo r 

s t o ra g e .  Al t e rn a t i v e l y,  rAAV  D P  c a n  b e  i m m e d i a t e l y  fro z e n  fo l l o w i n g  f l l i n g  a n d  t h e n  c o l d - c h a i n  l a b e l e d .  C o l d - c h a i n  

l a b e l i n g  h a s  s p e c ifc  c h a l l e n g e s  i n c l u d i n g  a d h e re n c e  o f t h e  l a b e l  t o  t h e  v i a l  a s  w e l l  a s  t e m p e ra t u re  c o n t ro l  o f t h e  v i a l  

i n t o  a n d  o u t  o f t h e  c o l d - c h a i n  l a b e l i n g  e n v i ro n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  [ 6 3 - 6 5 ]

F o r i n d i v i d u a l  u s e  o n l y .  © 2 0 2 3  I S P E .  A l l  ri g h t s  re s e rv e d .

Full document details: ISPE Guide - Advanced Therapy Medicinal Products - Recombinant AAV Comparability and Lifecycle Management 2023

http://www.avadocuments.com/doc/ispe-guide-advanced-therapy-medicinal-products-recombinant-aav-comparability-and-lifecycle-management-2023
http://www.avadocuments.com/doc/ispe-guide-advanced-therapy-medicinal-products-recombinant-aav-comparability-and-lifecycle-management-2023


I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –   P a g e  2 7

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t  

T h e  p a c k a g i n g  p ro c e s s  m a y  o c c u r i n  a  m u l t i t u d e  o f w a y s  d e p e n d i n g  o n  t h e  p ro d u c t ,  s u c h  a s  a  p ro d u c t  w h e re  e a c h  

d o s a g e  i s  c o n s i s t e n t  fro m  p a t i e n t  t o  p a t i e n t ,  i n c l u d i n g  re t i n a l  p ro d u c t s .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  fn a l  c o n t a i n e r t y p e  ( v i a l )  i s  

p a c k a g e d  i n  p ri m a ry  a n d  s e c o n d a ry  p a c k a g i n g ,  a n d  fro z e n  u n t i l  re a d y  fo r fn a l  s h i p m e n t .

C o n v e rs e l y,  a  rAAV  p ro d u c t  m a y  b e  p a c k a g e d  i n  a  p a t i e n t - s p e c ifc  m e t h o d  i n  w h i c h  t h e  rAAV  p ro d u c t  i s  d o s e d  t o  a  

p a t i e n t - b y - p a t i e n t  w e i g h t  o r o t h e r c o n s i d e re d  p a t i e n t - b a s e d  c h a ra c t e ri s t i c s ,  s o m e t i m e s  fo u n d  i n  p e d i a t ri c  p ro d u c t s .  I f 

t h i s  i s  t h e  c a s e ,  t h e  rAAV  p ro d u c t  t h a t  h a s  b e e n  f l l e d  m a y  b e  i n  p a t i e n t - s p e c ifc  p ro d u c t  p a c k a g i n g  ( m u l t i p l e  s a m e -

s i z e  v i a l s ,  o r d ife re n t  v i a l  s i z e s ,  p e n d i n g  o n  t h e  p a t i e n t - s p e c ifc  re q u i re m e n t s ) .  rAAV  i s  t y p i c a l l y  fro z e n  o n c e  i n  

p ri m a ry  a n d  s e c o n d a ry  p a c k a g i n g  a n d  t y p i c a l l y  h a s  a  d ry - i c e  p ro c e s s  fo r s h i p m e n t  fro m  t h e  m a n u fa c t u ri n g  c e n t e r t o  

t h e  fn a l  d e s t i n a t i o n .  S h i p p i n g  v e rifc a t i o n  a n d  v a l i d a t i o n  s h o u l d  b e  c o n s i d e re d  a s  i n  o t h e r b i o l o g i c s  p ro d u c t s .

2. 2. 2. 10  Fre e ze /Th a w

C e l l  B a n k

T h e  g e n e ra t i o n  o f c e l l  b a n k s  i s  c o n s i d e re d  t h e  b e g i n n i n g  o f t h e  G M P  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s ,  a n d  e a c h  b a n k  m u s t  g o  

t h ro u g h  a  ri g o ro u s  p ro c e s s  o f c h a ra c t e ri z a t i o n  a n d  t e s t i n g  t o  c o nfrm  i d e n t i t y,  p u ri t y,  s u i t a b i l i t y,  a n d  s t a b i l i t y  fo r u s e  i n  

m a n u fa c t u ri n g .

S t o ra g e  o f t h e  p ri m a ry  c e l l  l i n e s  a s  fro z e n  s t o c k s  a n d  t h e i r s u b s e q u e n t  u s e  fo r g e n e ra t i n g  t h e  d ru g  e n s u re s  s a m e  

p ro v e n a n c e  o f t h e  s t a rt i n g  c e l l  c u l t u re  fo r e a c h  m a n u fa c t u ri n g  ru n .  F u rt h e rm o re ,  t h e s e  s t o c k s  a re  t e s t e d ,  a n d  q u a l i t y  

c o n t ro l l e d  a h e a d  o f t i m e  t o  e n s u re  re l i a b i l i t y,  re p ro d u c i b i l i t y,  a n d  s a fe t y  o f t h e  p ro d u c t  b e i n g  m a n u fa c t u re d .

F o r v e ry  l o n g - t e rm  s t o ra g e  o f c e l l s  o v e r s e v e ra l  y e a rs ,  t h e  t y p i c a l  s t ra t e g y  i s  t o  p re p a re  a  M C B  t h a t  c a n  b e  u s e d  t o  

g e n e ra t e  a  w o rk i n g  s t o c k  o r a  W C B  ( c o m p ri s e d  o f s e v e ra l  h u n d re d  v i a l s )  a s  n e e d e d  p e ri o d i c a l l y  [ 6 6 ] .  T h i s  t w o - t i e re d  

a p p ro a c h  e n a b l e s  u s e rs  t o  g e n e ra t e  m u l t i p l e  b a n k s  o f c e l l s  w i t h o u t  c o m p ro m i s i n g  t h e  p a s s a g e  h i s t o ry  a n d  l i n e a g e  o f 

t h e  o ri g i n a l  c e l l  l i n e  o r s t o c k .

I t  i s  re c o m m e n d e d  t o  t ra n s fe r t h e  c ry o v i a l s  t o  v a p o r p h a s e  l i q u i d  n i t ro g e n  s t o ra g e  o n c e  fro z e n  t o  a t  l e a s t  - 1 3 0 ° C  

o r b e l o w  fo r s t o ra g e  i n  a t  l e a s t  t w o  d ife re n t  fa c i l i t i e s  u n d e r t e m p e ra t u re  a l a rm e d  c o n t a i n e rs  fo r o v e r s e v e ra l  y e a rs  

a n d  d e c a d e s  [ 6 7 ] .  Al t h o u g h  t h e  i n t ra c e l l u l a r s o l u t i o n  i s ,  t h e o re t i c a l l y,  s a fe l y  v i t rife d  a ft e r c o n t ro l l e d  ra t e  fre e z i n g ,  

e x c u rs i o n s  o f - 8 0 ° C  fre e z e rs  m a y  re a c h  h i g h  e n o u g h  t e m p e ra t u re s  t o  j e o p a rd i z e  t h e  v i t rifc a t i o n  a n d  s a m p l e s  a re  

b e s t  h e l d  a t  v a p o r p h a s e  l i q u i d  n i t ro g e n  t e m p e ra t u re  i f s t o ra g e  i s  t o  b e  p ro l o n g e d .  M a n y  c e l l s  s t o re d  a b o v e  - 8 0 ° C  a re  

n o t  s t a b l e ,  p ro b a b l y  b e c a u s e  t ra c e s  o f u n fro z e n  s o l u t i o n  m a y  s t i l l  e x i s t  [ 6 8 ] .

T h a w i n g  c e l l s  a t  3 7 ° C  fo r 1 – 2  m i n  fo l l o w e d  b y  d i l u t i o n  o f t h e  c ry o p re s e rv e d  c e l l  c u l t u re  i n t o  t h a w  m e d i u m  w o rk s  

fo r m o s t  a n i m a l  c e l l s .  Aft e r t h a w i n g ,  s o m e  c e l l s  m a y  re q u i re  d i l u t i o n  o f t h e  c ry o p ro t e c t a n t  t o  p re v e n t  o s m o t i c  

s h o c k .  I n  s o m e  c a s e s ,  t h a w e d  c e l l s  m a y  a l s o  b e  c e n t ri fu g e d  t o  c o m p l e t e l y  e x c h a n g e  t h e  fre e z i n g  m e d i u m  w i t h  t h e  

g ro w t h  m e d i u m  [ 6 9 ] .  I t  i s  i m p o rt a n t  t o  n o t e  t h a t  o ft e n  t h e  p ro c e s s e s  d e s c ri b e d  a b o v e  o c c u r i n  a n  o p e n  m a n n e r.  I t  i s  

re c o m m e n d e d  t h a t  t h e  p ro c e d u re s  o c c u r i n  a  p ro t e c t e d  e n v i ro n m e n t  w i t h  a p p ro p ri a t e  a c t i v e  p a rt i c l e  m o n i t o ri n g .

P ro c e s s  I n t e rm e d i a t e s  [ 7 0 ]

F re e z i n g  p ro c e s s  i n t e rm e d i a t e  a p p l i c a t i o n s  a re  t y p i c a l l y  p o s t  l y s i s  a n d  c l a rifc a t i o n  a n d  p ri o r t o  t h e  c o n t i n u a t i o n  o f 

d o w n s t re a m  p ro c e s s i n g .  A T F F  c o n c e n t ra t i o n  o p e ra t i o n  c a n  b e  p e rfo rm e d  o n  t h e  c l a rife d  l y s a t e  t o  a c h i e v e  h i g h e r 

p ro d u c t  c o n c e n t ra t i o n ,  w h i l e  o p t i o n a l l y  a d d i n g  a  b ufe r e x c h a n g e  t o  i m p ro v e  p ro d u c t  s t a b i l i t y  d u ri n g  fre e z i n g  [ 7 0 ] .  

F o l l o w i n g  fre e z i n g  a n d  t h a w i n g  i n  a  c a m p a i g n  m o d e ,  t h e  s u b - b a t c h e s  c a n  b e  p o o l e d  t o  a l l o w  a  l a rg e r b a t c h  s i z e  fo r 

d o w n s t re a m  p ro c e s s i n g  o f m u l t i p l e  s m a l l e r u p s t re a m  b a t c h e s .
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P a g e  2 8  I S P E  G u i d e :  A d v a n c e d  T h e r a p y  M e d i c i n a l  P r o d u c t s  –  

R e c o m b i n a n t  A AV  C o m p a r a b i l i t y  a n d  L i f e c y c l e  M a n a g e m e n t

T h e  b e n eft  t o  fre e z i n g  p ro c e s s  i n t e rm e d i a t e s  p ri o r t o  d o w n s t re a m  p ro c e s s i n g  i s  t o  d e c o u p l e  t h e  p ro c e s s .  D e c o u p l i n g  

t h e  p ro c e s s  a l l o w s  fo r a  m o re  j u s t - i n - t i m e  p ro c e s s i n g  fo r w h e n  u n i t  o p e ra t i o n s  a re  a v a i l a b l e ,  d e m a n d  i s  p re s e n t  

c o u p l i n g  t h e  p ro c e s s  i n  t i m e .  Ad d i t i o n a l l y,  b e i n g  a b l e  t o  p o o l  p ri o r t o  d o w n s t re a m  a l l o w s  fo r a  h i g h e r c o n c e n t ra t i o n  

o f l a rg e  v o l u m e  p ro c e s s i n g  a n d  fo r m u l t i p l e  u p s t re a m  b a t c h e s  b e  p e rfo rm e d  o n  o n e  u n i t  o p e ra t i o n  [ 7 0 ] .  W h i l e  t h e s e  

b e n eft s  c a n  b e  s e e n  t o  h e l p  d e c o u p l e  p ro c e s s e s  a n d  i m p ro v e  p ro c e s s i n g  t i m e ,  s t u d i e s  n e e d  t o  b e  p e rfo rm e d  t o  

s h o w  p ro d u c t  s t a b i l i t y  a t  t h e  t e m p e ra t u re s  p ro p o s e d  a n d  i n h e re n t  ri s k s  o f p o o l i n g  m u l t i p l e  s u b - b a t c h e s  fro m  a  d a t a  

a n d  G M P  p e rs p e c t i v e .  I n  t h i s  c a s e ,  i t  i s  i m p o rt a n t  t o  ri s k  a s s e s s  l o s s  o f t i t e r a n d /o r v a ri a b i l i t y  i n  fre e z e /t h a w  re c o v e ry.  

O n e  m u s t  c o n s i d e r t h e  p o t e n t i a l  i m p u ri t i e s  fo r a l l  s u b - b a t c h e s  t o  b e  p o o l e d  i n  t h i s  c a s e .

B u l k  D ru g  S u b s t a n c e

F ro z e n  D S  s t o ra g e  i s  a  c o n s e rv a t i v e  a n d  g e n e ra l l y  p re fe rre d  m e t h o d  w h e n  e x t e n d e d  s t o ra g e  i s  n e e d e d ,  d u e  t o  

t h e  b e n eft s  o f c i rc u m v e n t i n g  p o t e n t i a l  p ro d u c t  d e g ra d a t i o n  a t  4 ° C ,  e x t e n d i n g  p ro d u c t  s h e l f l i fe ,  a n d  d e c re a s i n g  t h e  

p o t e n t i a l  fo r m i c ro b i a l  g ro w t h .  S e v e ra l  D S  b a t c h e s  c a n  b e  fro z e n ,  t h e n  t h a w e d ,  a n d  fn i s h e d  a c c o rd i n g  t o  D P  b a t c h  

s i z e  re q u i re d .  H o w e v e r,  fre e z e - t h a w  s t re s s e s  m a y  a ri s e  d u ri n g  t h e s e  p ro c e s s e s  b y  c o l d  a n d  h e a t  d e n a t u ra t i o n ,  b y  

fre e z e  c o n c e n t ra t i o n  ( c ry o - c o n c e n t ra t i o n ) ,  a n d  b y  i n t e ra c t i o n  o f s o l u t e s  w i t h  t h e  i c e - l i q u i d  i n t e rfa c e  [ 7 1 – 7 4 ] .  T h e s e  

s t re s s e s  m a y  c a u s e  p re c i p i t a t i o n  o f b ufe r re s u l t i n g  i n  p H  s h i ft s  [ 7 5 ,  7 6 ] ,  a n d  c o n c e n t ra t i o n  o f s a l t  t o  d e s t a b i l i z e  t h e  

p ro d u c t  [ 7 7 ] ,  a l l  o f w h i c h  c o u l d  l e a d  t o  a  l o s s  o f p o t e n c y.  M i n i m i z i n g  t h e s e  s t re s s e s  t o  a c h i e v e  m a x i m u m  p ro d u c t  

s t a b i l i t y  s h o u l d  b e  t h e  p ri m a ry  o b j e c t i v e  w h e n  d e v e l o p i n g  a  fre e z e - t h a w  p ro c e s s .  Ad d i t i o n a l l y,  fre e z i n g  a n d  t h a w i n g  

ra t e s  a re  c o n s i d e re d  C P P s  b e c a u s e  t h e y  i m p a c t  p ro d u c t  s t a b i l i t y  a n d  a c t i v i t y.  C o n s e q u e n t l y,  D S  s t a b i l i t y  s t u d i e s  w i l l  

e s t a b l i s h  h o w  l o n g  b u l k  D S  c a n  b e  k e p t  fro z e n  p ri o r t o  D P  fo rm u l a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  s t u d i e s  o f t h a w i n g  t i m e  fra m e  

i m p a c t  o n  D S  b u l k  s t a b i l i t y  a re  re q u i re d  t o  c o n t ro l  t h e  t h a w i n g  p ro c e s s  s t e p .

D e v e l o p i n g  a  ro b u s t  fre e z e - t h a w  p ro c e s s  t o  m a i n t a i n  p ro d u c t  s t a b i l i t y  i s  e s s e n t i a l  t o  p ro d u c t  p re s e rv a t i o n  a n d  s t o ra g e .  

F re e z e - t h a w,  w h e n  c o u p l e d  w i t h  d i s p o s a b l e  b a g s ,  p ro v i d e s  s o m e  a d v a n t a g e s  o v e r t h e  t ra d i t i o n a l  ri g i d  c o n t a i n e r 

s y s t e m  i n c l u d i n g  o p e ra t i o n a l  fe x i b i l i t y  a n d  a  re d u c t i o n  i n  c a p i t a l  re q u i re m e n t s .  F ro z e n  b a g s  c a n  b e  c o n v e n i e n t l y  s t o re d  

i n  q u a l ife d  a n d  m o n i t o re d  fre e z e rs  o f v a ri o u s  fo rm a t s .  A s i n g l e - u s e  b a g  s y s t e m  c a n  b e  d e s i g n e d  t o  p ro v i d e  a  s h o rt e r 

fre e z i n g  d i s t a n c e  fo r a  g i v e n  v o l u m e  t h a n  c o m m e rc i a l l y  a v a i l a b l e  ri g i d  c o n t a i n e rs ,  t h e re b y  s i g n ifc a n t l y  re d u c i n g  t h e  

re s i s t a n c e  t o  h e a t  t ra n s fe r [ 7 8 ] .  H a n d l i n g  a n d  t ra n s p o rt  c o nfg u ra t i o n s  a re  a v a i l a b l e  t o  fa c i l i t a t e  s h i p p i n g .  S i n g l e - u s e  

s y s t e m s  c o u l d  v i rt u a l l y  e l i m i n a t e  t h e  ri s k s  o f c ro s s - c o n t a m i n a t i o n ,  p a rt i c u l a rl y  i n  m u l t i p l e  p ro d u c t  fa c i l i t i e s .  T h e  u s e  o f 

d i s p o s a b l e s  c o m b i n e d  w i t h  fre e z e - t h a w  p ro d u c t i o n  t e c h n o l o g y  i s  t h e re fo re  g a i n i n g  a t t e n t i o n .

D ru g  P ro d u c t

T h e  fro z e n  s t o ra g e  t e m p e ra t u re  fo r b i o l o g i c  p ro d u c t s  g e n e ra l l y  fa l l s  i n  t h e  ra n g e  o f − 8 0 ° C  t o  − 2 0 ° C ,  b u t  t h e  p re fe rre d  

ra n g e  fo r rAAV  D P  i s  − 6 0 ° C  t o  − 8 0 ° C .  T h e  s e l e c t e d  s t o ra g e  t e m p e ra t u re  i s  u l t i m a t e l y  d efn e d  b y  p ro d u c t  s t a b i l i t y  

s t u d i e s  p e rfo rm e d  fo l l o w i n g  I C H  Q 1 A( R 2 )  [ 7 9 ]  a n d  Q 1 E  [ 8 0 ] .  F u t u re  d e v e l o p m e n t  o f D S  fo rm u l a t i o n  a l l o w i n g  s t a b l e  

rA AV  p ro d u c t s  a t  − 2 0 ° C  v e rs u s  − 8 0 ° C  w i l l  h e l p  l o n g - t e rm  e n e rg y  a n d  e q u i p m e n t  c o s t  s a v i n g s .  I n  a d d i t i o n ,  i t  w i l l  

s i m p l i fy  o p e ra t i o n a l  l o g i s t i c s  fo r rAAV  p ro d u c t  s t o ra g e  a n d  s h i p m e n t .

2. 2. 3 O th e r Co n side ra tio n s

T h ro u g h o u t  t h e  D S  a n d  D P  m a n u fa c t u ri n g  p ro c e s s e s ,  i n c l u d i n g  b u l k  s t o ra g e  o r a n y  h o l d  s t e p s ,  t h e  p ro d u c t i o n  

p ro c e s s  m a y  n e e d  t o  b e  p ro t e c t e d  fro m  U V  l i g h t  t o  re d u c e  p o t e n t i a l  o x i d a t i o n  a n d  d e a m i n a t i o n  efe c t s .  T h i s  

p a ra m e t e r i s  o ft e n  d ifc u l t  t o  q u a n t i fy.  P o s t - g e n e  t ra n s fe r rAAV  t i t e rs  m a y  h a v e  v a ri a b l e  efe c t s  d u e  t o  U V  l i g h t .  I t  m a y  

b e  n e c e s s a ry  t o  l i m i t  U V  l i g h t  e x p o s u re  w h e re  p o s s i b l e  t h ro u g h o u t  t h e  p ro c e s s .
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