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Patentkrav

1. Fremgangsmate for rensing av bona fide adenoassosierte virus(AAV)-
vektorpartikler omfattende et transgen som koder for et terapeutisk protein eller
fragment derav fra et AAV-preparat omfattende AAV-vektorpartikler, tomme
kapsider og vertscelleurenheter, hvilken fremgangsmate omfatter:

a) hgste celler og cellesupernatant omfattende AAV-partikler;

b) konsentrere cellene og supernatanten via tangentiell

strgmningsfiltrering

c) lysere cellene ved mikrofluidisering for @ danne et lysat;

d) filtrere og derved klargjgre lysatet i trinn c);

e) rense AAV-partikler som omfatter bona fide AAV-vektorpartikler ved
ionebytterkolonnekromatografi for & fremstille et eluat og eventuelt deretter
konsentrere kolonneeluat ved tangentiell stramningsfiltrering;

f) blande eluatet med cesiumklorid og utsette blandingen for gradient
ultrasentrifugering for @ separere bona fide AAV-vektorer fra AAV-vektorrelaterte
urenheter;

g) samle AAV-partikler omfattende bona fide AAV-vektorpartikler separert i trinn
f) og utsette det samme for en bufferutveksling ved tangentiell
strgmningsfiltrering;

h) formulere AAV-partiklene omfattende bona fide AAV-vektorpartikler fra trinn
g) med overflateaktivt middel for 3 tilveiebringe en AAV-partikkelformulering;

i) filtrere formuleringen fra trinn h) for a fjerne resterende urenheter, hvor bona
fide AAV-vektorpartiklene er til stede i det resulterende filtratet i en mengde pa
minst 90 %.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori bona fide AAV-vektorpartiklene er
avledet fra en AAV valgt fra gruppen bestdende av AAV1, AAV2, AAVS5, AAV6,
AAVS8 og AAVO.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori transgenet koder for en nukleinsyre
valgt fra gruppen bestdende av et siRNA, et antisens-molekyl og et miRNA-
ribozym og

et shRNA.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori transgenet koder for et genprodukt valgt

fra gruppen bestdende av insulin, glukagon, veksthormon (GH),
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parathyroideahormon (PTH), veksthormonfrigivelsesfaktor (FFF),
follikkelstimulerende hormon (FSH),

luteiniserende hormon (LH), humant koriongonadotropin (hCG), vaskulaer
endotelvekstfaktor (VEGF), angiopoietiner, angiostatin,
granulocyttkolonistimulerende faktor (GCSF), erytropoietin (EPO),
bindevevsvekstfaktor (CTGF), basisk fibroblastvekstfaktor (bFGF), sur
fibroblastvekstfaktor (aFGF), epidermal vekstfaktor (EGF), transformerende
vekstfaktor a(TGFa), blodplateavledet vekstfaktor (PDGF), insulinvekstfaktorer I
og II (IGF-I og IGF-II) , TGFB, aktiviner, inhibiner, benmorfogent protein (BMP),
nervevekstfaktor (NGF), hjerneavledet nevrotrofisk faktor (BDNF), nevrotrofiner
NT-3 og NT4 / 5, cilizer nevrotrofisk faktor (CNTF), glial cellelinje-avledet
nevrotrofisk faktor (GDNF), neurturin, agrin, netrin-1 og netrin-2,
hepatocyttvekstfaktor (HGF), efriner, noggin, sonic hedgehog og
tyrosinhydroksylase.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori transgenet koder for et genprodukt valgt
fra gruppen bestdende av trombopoietin (TPO), interleukiner (IL1 til IL-17),
monocytt-kjemoattraksjonantprotein, leukemiinhiberende faktor, granulocytt-
makrofagkolonistimulerende faktor, Fas-ligand, tumornekrosefaktorer a og B,
interferoner a, B og y, stamcellefaktor, flk-2-/flt3-ligand, IgG, IgM, IgA, IgD og
IgE, kimzere immunoglobuliner, humaniserte antistoffer, enkeltkjedeantistoffer,
T-cellereseptorer, kimaere T-cellereseptorer, enkeltkjede-T-cellereseptorer,
klasse I og klasse II MHC-molekyler.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori transgenet omfatter en nukleinsyre som
koder for et protein som er anvendelig for korreksjon av medfadte
metabolismefeil valgt fra gruppen bestdende av karbamoylsyntetase I,
ornitintranskarbamylase, arginosuccinatsyntetase, arginosuccinatlyase, arginase,
fumarylacetacetathydrolase, fenylalaninhydroksylase,

alfa-1-antitrypsin, glukose-6-fosfatase, porfobilinogen deaminase, faktor V,
faktor VIII, faktor IX, cystathion beta-syntase, forgrenet
ketosyredekarboksylase, albumin, isovaleryl-coA-dehydrogenase, propionyl CoA-
karboksylase, metylmalonyl-CoA-mutase , glutaryl-CoA-dehydrogenase, insulin,
beta-glukosidase, pyruvatkarboksylat, hepatisk fosforylase, fosforylase-kinase,
glycin-dekarboksylase, RPE65, H-protein, T-protein, en cystisk fibrose-

transmembranregulator(CFTR)-sekvens og en dystrofin-cDNA-sekvens.
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7. Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvori genproduktet er Faktor VIII.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori tomme kapsider er til stede i filtratet i

trinn i) i en mengde pa 10 % eller mindre.

9. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori bona fide AAV vektorpartikler er til stede

i filtratet i trinn i) i en mengde pa minst 95 %.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 9, hvori tomme kapsider er til stede i filtratet i

trinn i) i en mengde pa 5 % eller mindre.

11. Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvori genproduktet er Faktor IX.



	Bibliographic data
	Claims

