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1.  En fremgangsmåte for å bestemme serotypen av en adeno-assosiert virus (AAV) 

partikkel som omfatter 

a) å denaturere AAV-partikkelen, 

b) å underkaste den denaturerte AAV-partikkelen for væskekromatografi/-

massespektrometri (LC/MS), og 10 

c) å bestemme massene av VP1, VP2 og VP3 av AAV-partikkelen; 

hvor den spesifikke kombinasjonen av masser av VP1, VP2 og VP3 er indikativ for AAV-

serotypen, 

eventuelt hvor de beregnede massene av VP1, VP2 og VP3 blir sammenlignet med de 

teoretiske massene av VP1, VP2 og VP3 i én eller flere AAV serotyper. 15 

 

2.  En fremgangsmåte for å bestemme heterogeniteten av en AAV-partikkel som 

omfatter 

a) å denaturere AAV-partikkelen, 

b) å underkaste den denaturerte AAV-partikkelen for væskekromatografi/-20 

massespektrometri/massespektrometri (LC/MS/MS), 

c) å bestemme massene av VP1, VP2 og VP3 av AAV-partikkelen, og 

d) å sammenligne massene i trinn c) med de teoretiske massene av VP1, VP2 og 

VP3 av AAV-serotypen; 

hvor et avvik i én eller flere av massene av VP1, VP2 eller VP3 er indikativ for AAV-25 

kapsid-heterogeniteten, 

eventuelt hvor heterogeniteten omfatter én eller flere av blandede serotyper, variant 

kapsider, kapsid aminosyresubstitusjoner, trunkerte kapsider, eller modifiserte kapsider. 

 

3.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-2, hvor AAV-partikkelen 30 

er denaturert med eddiksyre, guanidinhydroklorid og/eller et organisk løsemiddel. 

 

4.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor væske-

kromatografien er reversfase-væskekromatografi, størrelseseksklusjonskromatografi, 

hydrofil interaksjon-væskekromatografi, eller kationbytter-kromatografi. 35 
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5.  Fremgangsmåten ifølge krav 4, hvor den reversfase-kromatografien er en C4 eller 

C8 revers-kromatografi. 

 

6.  Fremgangsmåten ifølge krav 5, hvor kromatografien bruket en mobil fase A som 

omfatter maursyre i vann, eventuelt hvor den mobile fase A omfatter rundt 0.1 % 5 

maursyre. 

 

7.  Fremgangsmåten ifølge krav 5 eller krav 6, hvor kromatografien omfatter a mobil 

fase B som omfatter maursyre i acetonitril, eventuelt hvor den mobile fase B omfatter 

rundt 0.1% maursyre. 10 

 

8.  Fremgangsmåten ifølge krav 7, hvor andelen av mobil fase B i kromatografien øker 

over tid, 

eventuelt hvor andelen av mobil fase B i kromatografien øker i en trinnvis måte og hvor 

mobil fase B øker fra rundt 10 % til rundt 20 %, fra rundt 20 % til rundt 30 %, og fra 15 

rundt 30 % til rundt 38 %, 

eventuelt hvor mobil fase B øker fra rundt 10 % til rundt 20 % på rundt 6 minutter, fra 

rundt 20 % til rundt 30 % på rundt 10 minutter, og fra rundt 30 % til rundt 38 % på 

rundt 40 minutter. 

 20 

9.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-8, hvor 

væskekromatografien er ultra-ytelses væskekromatografi (UPLC). 

 

10.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-9, hvor masse-

spektrometrien omfatter: 25 

(i) en kapilllærspenning på rundt 3.5 kV; 

(ii) en prøvetakingskeglespenning på rundt 45 V; og/eller 

(iii) assistert kalibrering, eventuelt hvor natriumjodid blir brukt som 

kalibreringsmiddel. 

 30 

11.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-10, hvor N-terminusen av 

VP1 og/eller VP3 er acetylert. 

 

12.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-11, hvor AAV-partikkelen: 

(i)  er en rekombinant AAV- partikkel (rAAV); og/eller 35 

(ii) omfatter et AAV1 kapsid, et AAV2 kapsid, et AAV3 kapsid, et AAV4 kapsid, et 

AAV5 kapsid, et AAV6 kapsid, et AAV7 kapsid, et AAV8 kapsid, et AAVrh8 kapsid, 
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et AAV9 kapsid, et AAV10 kapsid, et AAVrh10 kapsid, et AAV11 kapsid, et AAV12 

kapsid, et AAV LK03 kapsid, et AAV2R471A kapsid, et AAV2/2-7m8 kapsid, et AAV 

DJ kapsid, et AAV DJ8 kapsid, et AAV2 N587A kapsid, et AAV2 E548A kapsid, et 

AAV2 N708A kapsid, et AAV V708K kapsid, et geit-AAV kapsid, et AAV1/AAV2 

kimært kapsid, et bovint-AAV kapsid, et muse-AAV kapsid rAAV2/HBoV1 (kimært 5 

AAV /humant bocavirus virus 1), et AAV2HBKO kapsid, et AAVPHP.B kapsid eller et 

AAVPHP.eB kapsid, 

eventuelt hvor AAV kapsidet omfatter en tyrosinmutasjon eller en heparinbindende 

mutasjon.  

 10 

13.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-12, hvor: 

(i) massene av VP1, VP2, og VP3 blir sammenlignet med de teoretiske massene i 

én eller flere av AAV1 kapsid, et AAV2 kapsid, et AAV3 kapsid, et AAV4 kapsid, et 

AAV5 kapsid, et AAV6 kapsid, et AAV7 kapsid, et AAV8 kapsid, et AAVrh8 kapsid, 

et AAV9 kapsid, et AAV10 kapsid, et AAVrh10 kapsid, et AAV11 kapsid, et AAV12 15 

kapsid, et AAV LK03 kapsid, et AAV2R471A kapsid, et AAV2/2-7m8 kapsid, et AAV 

DJ kapsid, et AAV DJ8 kapsid, et AAV2 N587A kapsid, et AAV2 E548A kapsid, et 

AAV2 N708A kapsid, et AAV V708K kapsid, et geit-AAV kapsid, et AAV1/AAV2 

kimært kapsid, et bovint-AAV kapsid, et muse-AAV kapsid rAAV2/HBoV1 (kimært 

AAV/humant bocavirus virus 1), et AAV2HBKO kapsid, et AAVPHP.B kapsid eller et 20 

AAVPHP.eB kapsid; og/eller 

(ii) virus partikkelen omfatter et AAV1 ITR, et AAV2 ITR, et AAV3 ITR, et AAV4 

ITR, et AAV5 ITR, et AAV6 ITR, et AAV7 ITR, et AAV8 ITR, et AAVrh8 ITR, et AAV9 

ITR, et AAV 10 ITR, et AAVrh10 ITR, et AAV11 ITR, eller et AAV12 ITR. 

 25 

14.  Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1-13, hvor AAV-partikkelen 

omfatter en AAV-vektor som koder for et heterologt transgen. 

 

15.   En fremgangsmåte for å bestemme serotypen av en AAV-partikkel som omfatter 

fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1, eller 3-14 kombinert med en 30 

ytterligere fremgangsmåte for å bestemme serotypen av en adeno-assosiert virus (AAV) 

partikkel som omfatter: 

a) å denaturere AAV-partikkelen, 

b) å underkaste den denaturerte AAV-partikkelen for reduksjon og/eller alkylering, 

c) å underkaste den denaturerte AAV-partikkelen for fordøyelse for å generere 35 

fragmenter av VP1, VP2 og/eller VP3 av AAV-partikkelen, 
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d) å underkaste fragmentene av VP1, VP2 og/eller VP3 for 

væskekromatografi/massespektrometri-massespektrometri (LC/MS/MS), og 

e) å bestemme massene av fragmenter av VP1, VP2 og VP3 av AAV-partikkelen; 

hvor den spesifikke kombinasjonen av masser av fragmenter av VP1, VP2 og VP3 er 

indikativ for AAV-serotypen. 5 

 

16.  En fremgangsmåte for å bestemme heterogenitet av en AAV-partikkel som omfatter 

fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 2-14 kombinert med en 

ytterligere fremgangsmåte for å bestemme heterogeniteten av en serotype av en AAV-

partikkel som omfatter: 10 

  a) å denaturere AAV-partikkelen, 

b) å underkaste den denaturerte AAV-partikkelen for reduksjon og/eller alkylering, 

c) å underkaste den denaturerte AAV-partikkelen for fordøyelse for å generere 

fragmenter av VP1, VP2 og/eller VP3 av AAV-partikkelen, 

d) å underkaste fragmentene av VP1, VP2 og/eller VP3 for 15 

væskekromatografi/massespektrometri-massespektrometri (LC/MS/MS), 

e) å bestemme massene av fragmenter av VP1, VP2 og VP3 av AAV-partikkelen, 

og 

f) å sammenligne massene i trinn e) med de teoretiske massene av fragmenter av 

VP1, VP2 og VP3 av AAV-serotypen; 20 

hvor et avvik i én eller flere av massene av VP1, VP2 or VP3 er indikativ for AAV-kapsid-

heterogeniteten. 
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