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Patentkrav 

 

1. Fremgangsmåte for å isolere rekombinant adenoassosiert virus-(rAAV)-genom 

omfattende 

a) å utsette en sammensetning omfattende rAAV-partikler for en tilstand der rAAV-5 

partiklene denatureres; og 

b) å utsette sammensetningen omfattende de denaturerte rAAV-partiklene for 

størrelseseksklusjonskromatografi, 

hvori den mobile fasen for størrelseseksklusjonskromatografien omfatter et salt, organisk 

løsningsmiddel eller detergent. 10 

 

2. Fremgangsmåten ifølge krav 1, videre omfattende å utvinne AAV-genomet; eller å 

måle eluatets UV-absorbans ved én eller begge av ca. 260 nm og ved ca. 280 nm. 

 

3. Fremgangsmåte for å bestemme vektorgenomstørrelsesrenheten til en 15 

sammensetning omfattende isolerte rAAV-partikler, hvori fremgangsmåten omfatter 

a) å utsette sammensetningen for en tilstand der rAAV-partiklene denatureres; 

b) å utsette sammensetningen omfattende de denaturerte rAAV-partiklene for 

størrelseseksklusjonskromatografi; 

c) å måle eluatets UV-absorbans ved én eller begge av ca. 260 nm og ved ca. 280 nm; og 20 

d) å bestemme vektorgenomstørrelsen til sammensetningen omfattende rAAV-partikler, 

hvori den mobile fasen for størrelseseksklusjonskromatografien omfatter et salt, organisk 

løsningsmiddel eller detergent. 

 

4. Fremgangsmåte for å vurdere foldingen eller den sekundære strukturen av AAV-25 

vektorgenomer inne i kapsidene, hvori fremgangsmåten omfatter 

a) å utsette sammensetningen for en tilstand der rAAV-partiklene denatureres; 

b) å utsette sammensetningen omfattende de denaturerte rAAV-partiklene for 

størrelseseksklusjonskromatografi; og 

c) å måle eluatets UV-absorbans ved én eller begge av ca. 260 nm og av ca. 280 nm, 30 

hvori den mobile fasen for størrelseseksklusjonskromatografien omfatter et salt, organisk 

løsningsmiddel eller detergent. 

 

5. Fremgangsmåte for å bestemme vektorgenomtiter (Vg) til en sammensetning 

omfattende isolerte rAAV-partikler, hvori fremgangsmåten omfatter 35 

a) å utsette sammensetningen for en tilstand der rAAV-partiklene denatureres; 

b) å utsette sammensetningen omfattende de denaturerte rAAV-partiklene for 

størrelseseksklusjonskromatografi; 
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c) å måle eluatets UV-absorbans ved én eller begge av ca. 260 nm og ved ca. 280 nm; og 

d) å bestemme Vg av sammensetningen omfattende rAAV-partikler, 

hvori den mobile fasen for størrelseseksklusjonskromatografien omfatter et salt, organisk 

løsningsmiddel eller detergent. 

 5 

6. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvori å utsette 

sammensetningen for en tilstand der rAAV-partiklene denatureres omfatter: 

(i) å utsette sammensetningen for en tilstand som i det vesentlige maksimerer dsDNA 

SEC-signalet; eller 

(ii) å utsette sammensetningen for en temperatur som ikke er mer enn 10 °C over 10 

minimumstemperaturen som er nødvendig for å denaturere i det vesentlige alt virusgenom 

i sammensetningen; eller 

(iii) å utsette sammensetningen for en tilstand som resulterer i en % fragment DNA-

bestemmelse som korrelerer med det % delvis fylte kapsidet av den samme 

sammensetningen bestemt ved AUC; eller 15 

(iv) å utsette sammensetningen for termisk denaturering som i det vesentlige maksimerer 

dsDNA SEC-signalet; eller 

(v) å utsette sammensetningen for termisk denaturering som resulterer i en % fragment 

DNA-bestemmelse som korrelerer med det % delvis fylte kapsidet av den samme 

sammensetningen bestemt ved AUC. 20 

 

7. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 5, hvori å utsette 

sammensetningen for en tilstand der rAAV-partiklene denatureres omfatter å inkubere 

sammensetningen ved en temperatur mellom ca. 65 °C og ca. 95 °C, eventuelt mellom 

ca. 70 °C og ca. 90 °C, mellom ca. 75 °C og ca. 85 °C, eller mellom ca. 80 °C og ca. 85 25 

°C, fortrinnsvis hvori inkuberingen er ved ca. 70 °C, ca. 75 °C, ca. 80 °C, ca. 85 °C eller 

ca. 90 °C, mer foretrukket hvori inkuberingen er ved ca. 75 °C, ved ca. 80 °C eller ved 

ca. 85 °C; eventuelt hvori å utsette sammensetningen for en tilstand der rAAV-partiklene 

denatureres omfatter å inkubere sammensetningen ved en temperatur mellom ca. 65 °C 

og ca. 95 °C i mellom ca. 5 minutter og 60 minutter, fortrinnsvis hvori inkuberingen er for 30 

ca. 10 minutter, ca. 15 minutter, ca. 20 minutter, ca. 25 minutter, ca. 30 minutter, ca. 35 

minutter, ca. 40 minutter, ca. 45 minutter eller ca. 60 minutter, mer foretrukket hvori 

inkuberingen er for ca. 10 minutter, for ca. 15 minutter eller for ca. 20 minutter. 

 

8. Fremgangsmåten ifølge krav 7, hvori å utsette sammensetningen for en tilstand 35 

der rAAV-partiklene denatureres omfatter å inkubere sammensetningen ved en 

temperatur mellom ca. 65 °C og ca. 95 °C for mellom ca. 5 minutter og 60 minutter i 

nærværet av en detergent, fortrinnsvis hvori detergenten omfatter SDS, 
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trimetylammoniumbromid (ETMAB), polysorbat 80, polysorbat 20, Pluronic F-68, eller en 

kombinasjon derav, eller detergenten har en konsentrasjon mellom ca. 0,005 % og ca. 

0,5 %, eller detergenten omfatter mellom ca. 0,005 % og ca. 0,5 % SDS, eller detergenten 

omfatter ca. 0,05 % SDS; eventuelt hvori i det vesentlige alle viruspartikler i prøven 

denatureres av denatureringsprosessen, eller minst ca. 95 % av viruspartiklene i prøven 5 

denatureres av denatureringsprosessen. 

 

9. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvori å utsette 

sammensetningen omfattende de denaturerte rAAV-partiklene for 

størrelseseksklusjonskromatografi omfatter å bringe sammensetningen i kontakt med en 10 

størrelseseksklusjonskromatografiharpiks omfattende en nominell porestørrelse mellom 

ca. 50 nm og ca. 500 nm, fortrinnsvis hvori den nominelle porestørrelsen er ca. 100 nm, 

200 nm, 300 nm eller 400 nm, mer foretrukket hvori den nominelle porestørrelsen er ca. 

200 nm. 

 15 

10. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 9, hvori 

størrelseseksklusjonskromatografi omfatter anvendelsen av et 

høyytelsesvæskekromatografi- eller ultrahøyytelsesvæskekromatografisystem. 

 

11. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvori den mobile 20 

fasen for størrelseseksklusjonskromatografien omfatter et salt, organisk løsningsmiddel 

og detergent. 

 

12. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvori: 

(i) den mobile fasen omfatter et salt valgt fra gruppen som består av natriumklorid, 25 

natriumacetat, natriumbikarbonat, natriumkarbonat, ammoniumkarbonat, 

ammoniumklorid, ammoniumnitrat og kombinasjoner derav, fortrinnsvis hvori den mobile 

fasen omfatter natriumklorid; og/eller 

(ii) den mobile fasen omfatter en detergent valgt fra gruppen som består av polysorbat 

80, poloksamer 188, poloksamer 407, polysorbat 20, Pluronic F-68 eller BRIJ 35, og 30 

kombinasjoner derav, fortrinnsvis hvori den mobile fasen omfatter polysorbat 80; og/eller 

(iii) den mobile fasen omfatter et organisk løsningsmiddel valgt fra gruppen som består 

av metanol, isopropanol, acetonitril, dimetylsulfoksid (DMSO), tetrahydrofuran (THF), 

trifluoretanol (TFE), heksafluorisopropanol (HFIP), og kombinasjoner derav, fortrinnsvis 

hvori den mobile fasen omfatter metanol. 35 

 

13. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 12, hvori den mobile 

fasen for størrelseseksklusjonskromatografien videre omfatter et buffermiddel, eventuelt 
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hvori buffermidlet velges fra gruppen som består av natriumfosfat, histidin, natriumsitrat, 

HEPES, MES, Tris, Bis-Tris, MOPS, TES, Bicin, glysin, Tricin, N-glysylglysin, natriumacetat, 

natriumkarbonat, glysylglysin, lysin, arginin og kombinasjoner derav, fortrinnsvis hvori 

buffermidlet er natriumfosfat. 

 5 

14. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 13, hvori den mobile 

fasen for størrelseseksklusjonskromatografien omfatter natriumfosfat, natriumklorid, 

polysorbat 80 og metanol, eventuelt hvori den mobile fasen omfatter mellom ca. 5 mM og 

ca. 50 mM natriumfosfat, mellom ca. 100 mM og ca. 500 mM natriumklorid, mellom ca. 

0,01 % og ca. 0,5 % polysorbat 80, og mellom ca. 5 % og ca. 50 % metanol og har en 10 

pH mellom ca. 6,0 og 8,5; eller den mobile fasen omfatter ca. 10 mM natriumfosfat, ca. 

300 mM natriumklorid, ca. 0,05 % polysorbat 80 og ca. 20 % metanol og har en pH på 

ca. 7,5. 

 

15. Fremgangsmåten ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 14, hvori 15 

sammensetningen omfattende rAAV-partikler omfatter mellom ca. 2E+10 genomkopi/ml 

og ca. 1E+14 genomkopi/ml. 
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