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Visao Geral

A medida que os AAVs continuam a progredir como um veiculo promissor
para distribuir medicamentos de terapia génica, € importante ter estratégias
analiticas eficazes para garantir que aspectos cruciais de qualidade, como
a agregacao, sejam avaliados.

O método considerado padrao-ouro para medir a agregacao de AAV

é a Ultracentrifugacao Analitica (AUC). No entanto, € amplamente reconhecido
que a AUC requer grandes volumes de amostras de AAV, complicando a
analise, especialmente quando réplicas precisam ser realizadas. Além disso,
essa exigéncia limita a quantidade de amostras disponiveis para medir CQAs
adicionais durante os testes de rotina. A Cromatografia de Excluséo de
Tamanho (SEC), uma técnica analitica bem estabelecida para medir

a agregacao, tem sido demonstrada como uma solugéo alternativa viavel.

Nesta nota de aplicacéo, apresentamos uma solugéo utilizando uma coluna
Biozen dSEC-7 em conjunto com um detector de fluorescéncia,
proporcionando uma analise confiavel de agregados em menos

de 10 minutos, utilizando apenas 0,5 pL de amostra de AAV.

Para avaliar o impacto do volume de injecdo na detecgéao de agregados e ha
resolucdo entre agregado e mondémero, foram analisados volumes de 0,5 pL
a 2,0 yL de quatro serotipos de AAV (AAV2, 5, 8 e 9), como ilustrado nas
Figuras 1 a 4. A resolugao entre monémero e agregado foi consistentemente
=2,0 para AAV2 e AAV8 em todos os volumes de injecéo (Figuras 1 e 3).

Ja para AAV5 e AAVO (Figuras 2 e 4), observou-se resolugdes entre 1,5 e 2,0
em todos os volumes de injecao. Notavelmente, o AAV9 demonstrou uma
resolucao aprimorada de 1,6 para 2,0 4 medida que o volume de injegao foi
aumentado de 0,5 pL para 2,0 pL. O percentual de agregados permaneceu
consistente em todos os volumes de injec&o para todos os serotipos,
sugerindo que a alta eficiéncia da coluna Biozen dSEC-7, combinada com

o detector de fluorescéncia altamente sensivel, permite uma detecgao

e separagao precisas, mesmo em injegoes tao pequenas quanto 0,5 pL.

Coluna:

Dimensoes:
Referéncia:
Fases Moéveis:

Fluxo:

Volume de Injegao::
Temperatura:
Instrumento:
Deteccgao:

Taxa de Amostragem:

Detector:

Amostra:

Condicoes Cromatograficas

Biozen 3 pm dSEC-7
150 x 4,6 mm

00F-4789-E0

20 mM de Fosfato de Sodio, pH 6,6 + 350
mM de Cloreto de Potassio

350 pL/min
0,5ul, 1uL e 2uL

25°C

Waters® ACQUITY® H-Class Bio
FLR - Ex 280 nm, Em 350 nm
20 Hz

Waters ACQUITY H-Class FLR

1. AAV2-CAG-GFP, 2E13 vg/mL
2. AAV5-CMV-GFP, 2E13 vg/mL
3. AAV8-CMV-GFP, 2E13 vg/mL
4. AAV9-CMV-GFP, 2E13 vg/mL
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Figura 1. Separagao de Monémero e Agregados de AAV2 em Diferentes

Figura 2. Separacao de Monémero e Agregado AAV5 em Diferentes
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Figura 3 . Separacdo de Mondémero e Agregados AAV8 em Diferentes Figura 4 . Separacéo de Monémero e Agregado AAV9 em Diferentes
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