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Patentkrav
1. Fremgangsmate for fremstilling av rekombinante adenoassosiert virus-(rAAV)-vektorpartikler

med hgy gjenvinning eller hgyt titer, hvor fremgangsmaten omfatter de trinn a:
(a) hgste celler og/eller cellekultur-supernatant omfattende rAAV-vektorpartikler;
(b) eventuelt konsentrere cellene og/eller cellekultur-supernatanten hgstet i trinn (a),
eventuelt via tangential strgmningsfiltrering, for a frembringe et konsentrert hgsteprodukt;
(c) lysere hgsteproduktet frembragt i trinn (a) eller det konsentrerte hgsteproduktet
frembragt i trinn (b), eventuelt giennom mikrofluidisering, for & frembringe et lysat;
(d) filtrere lysatet frembragt i trinn (c) for a frembringe et klart lysat;
(e) utsette det klare lysatet frembragt i trinn (d) for ionebytter-kolonnekromatografi for a
frembringe et kolonne-eluat omfattende rensede rAAV-vektorpartikler, og eventuelt
konsentrere kolonne-eluatet gjennom tangential stremningsfiltrering for a frembringe et
konsentrert kolonne-eluat;
(f) blande kolonne-eluatet eller det konsentrerte kolonne-eluatet frembragt i trinn (e) med
cesiumklorid for a frembringe en blanding, og utsette blandingen for gradient-
ultrasentrifugering for i det vesentlige a skille bona fide-rAAV-vektorpartikler fra tomme
kapsid-AAV-partikler og andre AAV-vektor-beslektede urenheter;
(g)(1) samle opp bona fide-rAAV-vektorpartiklene utskilt i trinn (f) og
(g)(2) formulere de oppsamlede bona fide-rAAV-vektorpartiklene i en buffer med et ikke-
ionisk overflateaktivt stoff;
(h) utsette bona fide-rAAV-vektorpartiklene i trinn (g)(2) for et bufferbytte gjennom
tangential strgmningsfiltrering for a frembringe en AAV-vektorformulering; og
(i) filtrere AAV-vektorformuleringen frembragt i trinn (h) og derigjennom frembringe en

formulering av bona fide-rAAV-vektorpartikler med hgy gjenvinning eller hgyt titer.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor bufferen i trinn (g)(2) omfatter
(1) natriumklorid, og/eller natriumfosfat; eller
(2) natriumklorid fra en konsentrasjon pa omtrent 5mM til en konsentrasjon pa omtrent 500

mM.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor det ikke-ioniske overflateaktive stoffet i trinn (g)(2)

(1) omfatter en polyalkylenglykol;
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(2) omfatter en blokk-kopolymer omfattende minst én polyetylenglykolblokk og minst én
polypropylenglykolblokk;

(3) omfatter et alkylpolyglykosid, cetostearylalkohol, cetylalkohol, kokamid-DEA, kokamid-
MEA, dekylglukosid, etoksylat, IGEPAL CA-630, Isoceteth-20, glukosider, maltosider,
monolaurin, nonidet-P-40, nonoksynoler sa som nonoksynol-9, NP-40, oktaetylenglykol-
monododekyleter, N-oktyl-beta-D-tioglukopyranosider, oktylglukosider, oleylalkohol, PEG-
10-solsikkeglyserider, pentaetylenglykol-monododekyleter, poloksamerer sa som poloksamer
407, poloksamer 188 (poly(etylenoksid-ko-polypropylenoksid)), polyglyserol-polyricinoleat,
sorbitaner, stearylalkohol, Triton X-100 eller Tween 80;

(4) omfatter cetomakrogol 1000, polysorbater s som polysorbat 20 (polyoksyetylen (20)-
sorbitanmonolaurat), polysorbat 40 (polyoksyetylen (20)-sorbitan-monopalmitat), polysorbat
60 (polyoksyetylen (20)-sorbitan-monostearat), polysorbat 80 (polyoksyetylen (20)-sorbitan-
monooleat); polyglyserol-polyricinoleat, oktadekansyre [2-[(2R,3S,4R)-3,4-dihydroksy-2-
tetrahydrofuranyl]-2-hydroksyetyl]-ester, oktadekansyre [(2R,3S,4R)-2-[1,2-bis(1-
oksooktadekoksy)etyl]-4-hydroksy-3-tetrahydrofuranyl]-ester; langkjedede C8- til C22-
alkoholer sa som 1-oktadekanol, cetylstearyl-alkohol, Heksadekan-1-ol og cis-9-oktadeken-1-
ol; substituert eller usubstituert oktylfenol der substituentene kan inkludere en
polyetoksyetanolgruppe (f.eks. for @ danne oktylfenoksypolyetoksyetanol) eller en hvilken
som helst annen substituent som vil danne et ikke-ionisk overflateaktivt stoff med oktylfenol;
polyetylenglykol-monoisoheksadekyleter; dodekansyre 2,3-dihydroksypropyl-ester;
glukosider, som kan inkludere laurylglukosid, oktylglukosid og dekylglukosid; fettsyreamider
sa som kokamid-dietanolamin og kokamid-monoetanolamin; eller ikke-ioniske
overflateaktive stoffet som har en hydrofil polyetylenoksidkjede og en lipofil eller hydrofil
aromatisk hydrokarbongruppe, sa som Nonoksynol-9 og Triton X-100;

(5) omfatter en polyetylenglykol-blokk-polypropylenglykol-blokk-polyetylenglykol eller en
triblokk-kopolymer sammensatt av en sentral hydrofob kjede av polyoksypropylen
(polypropylenoksid)) flankert av to hydrofile kjeder av polyoksyetylen (poly(etylenoksid));
eller

(6) har en konsentrasjon pa omtrent 0,0001 % til en konsentrasjon pa omtrent 0,1%.

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor
(1) bona fide-rAAV-vektorpartiklene foreligger i formuleringen som frembringes i trinn (i) i en
konsentrasjon pd omtrent 10%° partikler per mL til omtrent en konsentrasjon pa

108 bona fide-rAAV-vektorpartikler per mL;
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(2) utbyttet av bona fide rAAV-vektorpartiklene i trinn (i) er minst omtrent 5x10%2 bona fide-
rAAV-vektorpartikler/ml; eller
(3) gjenvinningen av bona fide-rAAV-vektorpartiklene i trinn (i) er minst omtrent 60% av de

totale rAAV-vektorpartiklene i trinn (a).

5. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor bona fide-rAAV-vektorpartiklene avledes fra en AAV valgt
fra gruppen bestaende av AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9, AAV10 og
Rh74.

10

15

20

25

30

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor

(1) bona fide-rAAV-partiklene omfatter et transgen som koder for en hemmende nukleinsyre;
(2) bona fide-rAAV-partiklene omfatter et transgen som koder for et genprodukt valgt fra
gruppen bestaende av insulin, glukagon, veksthormon (GH), paratyroidhormon (PTH),
veksthormonfrigjgrende faktor (GRF), follikkelstimulerende hormon (FSH), luteiniserende
hormon (LH), human korionisk gonadotropin (hCG), vaskulaer endotelial vekstfaktor (VEGF),
angiopoietiner, angiostatin, granulocyttkoloni-stimulerende faktor (GCSF), erytropoietin
(EPO), bindevev-vekstfaktor (CTGF), basisk fibroblast-vekstfaktor (bFGF), sur fibroblast-
vekstfaktor (aFGF), epidermal vekstfaktor (EGF), transformerende vekstfaktor a (TGFa),
blodplateavledet vekstfaktor (PDGF), insulinvekstfaktorer | og Il (IGF-I1 og IGF-11), TGFB,
aktiviner, inhibiner, beinmorfogent protein (BMP), nerve-vekstfaktor (NGF), hjerneavledet
nevrotrop faktor (BDNF), nevrotrofiner NT-3 og NT4/5, cilizer nevrotrop faktor (CNTF),
glialcellelinje-avledet nevrotrop faktor (GDNF), neurturin, agrin, netrin-1 og netrin-2,
hepatocytt-vekstfaktor (HGF), efriner, noggin, sonisk pinnsvin og tyrosinhydroksylase;

(3) bona fide rAAV-partiklene omfatter et transgen som koder for et genprodukt valgt fra
gruppen bestaende av trombopoietin (TPO), interleukiner (IL1 til IL-17), monocytt-
kjemoattraktant protein, leukemihemmende faktor, granulocytt-makrofagkoloni-
stimulerende faktor, Fas-ligand, tumornekrosefaktorer a og 8, interferoner a, B og v,
stamcellefaktor, flk-2/flt3-ligand, 1gG, 1gM, IgA, 1gD og IgE, kimaere immunoglobuliner,
humaniserte antistoffer, enkeltkjedede antistoffer, T-cellereseptorer, kimzere T-
cellereseptorer, enkeltkjedede T-cellereseptorer, MHC-molekyler av klasse | og klasse l;

(4) bona fide-rAAV-vektorpartiklene omfatter et transgen som koder for et protein nyttig for
korreksjon av medfgdte feil i metabolismen valgt fra gruppen bestdende av karbamoyl-
syntetase |, ornitin-transkarbamylase, arginosuccinat-syntetase, arginosuksinat-lyase,

arginase, fumarylacetacetat-hydrolase, fenylalanin-hydroksylase, alfa-1-antitrypsin, glukose-
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6-fosfatase, porfobilinogen-deaminase, faktor V, faktor VIII, faktor IX, cystation beta-syntase,
forgrenet kjede ketosyre-dekarboksylase, albumin, isovaleryl-coA-dehydrogenase, propionyl-
CoA-karboksylase, metylmalonyl-CoA-mutase, glutaryl-CoA-dehydrogenase, insulin, beta-
glukosidase, pyruvat-karboksylat, hepatisk fosforylase, fosforylasekinase, glycin-
dekarboksylase, RPE65, H-protein, T-protein, en cystisk fibrose transmembranregulator-
(CFTR)-sekvens, og en dystrofin cDNA-sekvens;
(5) bona fide rAAV-vektorpartiklene omfatter et transgen som koder for et protein nyttig for
korreksjon av nevrodegenerative sykdommer; eller

(6) proteinet er tripeptidyl-peptidase 1 (TPP1).

7. Fremgangsmate ifglge krav 6, del (1), hvor den hemmende nukleinsyren er valgt fra gruppen

bestaende av siRNA, et antisensmolekyl, miRNA, ribozym og shRNA.

8. Fremgangsmate ifglge krav 1, omfattende a samle opp de tomme kapsidpartiklene separat i
trinn (f).
9. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor renhet av bona fide-rAAV-vektorpartiklene i filtratet i

trinn (i) er minst omtrent 80%.

10. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor de tomme kapsidpartiklene foreligger i filtratet i trinn (i) i

en mengde pa 10% eller mindre.

11. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor filtratet i trinn (i) ikke har mer enn omtrent 10%

aggregerte rAAV-partikler.

12. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor sentrifugeringen i trinn (f)
(1) utfgres i ett enkelt trinn; eller

(2) er tetthetsgradient-ultrasentrifugering.

13. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor kolonne-eluatet i trinn (e) konsentreres gjennom

tangential stremningsfiltrering for a frembringe et konsentrert kolonne-eluat.
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14. Fremgangsmate ifglge krav 1, videre omfattende a tilsette en nuklease til lyseatet som

frembringes i trinn (c).

15. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 1-14, hvor fremgangsmaten frembringer rAAv-
vektorpartikler med et hgyere titer enn rAAV-vektorpartikler som er frembragt der et ikke-ionisk
overflateaktivt stoff tilsettes til AAV-vektorformuleringen etter bufferbytte gjennom tangential

strgmningsfiltrering i trinn (h).

16. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 1-14, hvor de oppsamlede bona fide-rAAV-
vektorpartiklene i trinn (g)(1) fortynnes til en konsentrasjon p& mindre enn omtrent 5x10%2 rAAV-

vektorpartikler/ml, fgr, i det vesentlige samtidig med eller etter trinn (g)(2).

17. Fremgangsmate ifglge ethvert av kravene 1-14, hvor den tangentiale strgemningsfiltreringen i
trinn (b), (e) og/eller (h) utfgres
(1) ved et transmembrantrykk pa mellom omtrent 2-15 psig; eller

(2) ved en skjeerrate stgrre enn omtrent 3000 s
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