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Analyse des Verhaltnisses

von gefullten zu leeren Kapsiden

in Adeno-assoziierten Viren der
Serotypen 1 und 6 mit biokompatibler
Flussigkeitschromatographie

Ausgezeichnete Linearitat und Reproduzierbarkeit
mittels Agilent 1290 Infinity Il Bio LC-System mit
Agilent Bio SAX-Saulen mit starkem Anionenaustauscher

Zusammenfassung

Die lonenaustauschchromatographie ist sowohl fr die Aufreinigung von Adeno-
assoziierten Viren (AAV) als auch flr die Analyse ihrer Qualitdtsmerkmale

ein unentbehrliches Werkzeug. Diese Studie zeigt, wie das Verhaltnis von
geflllten zu leeren Kapsiden in AAV-1- und AAV-6-Proben mittels Agilent 1290
Infinity Il Bio LC-System, ausgestattet mit Agilent Bio SAX-Saulen mit starkem
Anionenaustauscher, ermittelt wird. Die Methode zeigt eine ausgezeichnete
Linearitat und Reproduzierbarkeit und etabliert das 1290 Infinity Il Bio LC-System
als fortschrittliches Flussigkeitschromatographiesystem mit branchenfiihrender
Leistung.



Einleitung

Wahrend der Produktion rekombinanter
AAV enthalt ein signifikanter Anteil der
Viruskapside keine genetische Nutzlast
und diese werden entsprechend

als ,leere” Kapside bezeichnet.

Leere Kapside senken nachweislich die
Wirksamkeit der Gentransduktion von
AAV-Praparaten?, weshalb sie von den
Regulierungsbehdrden als prozessbedingte
Verunreinigung angesehen werden,

die charakterisiert werden muss.®

In dieser Studie wurde das Agilent 1290
Infinity Il Bio LC-System mit Agilent Bio
SAX-Saule verwendet, um das Verhaltnis
von geflllten zu leeren Kapsiden in
AAV-1-und AAV-6-Proben zu bestimmen.
Das 1290 Infinity Il Bio LC-System verflgt
dber einen biokompatiblen Flussweg.

In Kombination mit den Agilent

Bio SAX PEEK-Saulen mit starkem
Anionenaustauscher und nicht pordsen
Poly(Styrol-Divinylbenzol)(PS-DVB)-
Partikeln gewahrleistet das LC-System
die Integritat der Biomolekule, indem
unerwinschte Oberflacheninteraktionen
minimiert werden. Das System ist somit
ideal fur Applikationen mit grofen
Molekllen geeignet.

Experimentelles

AAV-Referenzstandards wurden von
Vigene BioSciences als mit geftillten und
leeren Kapsiden angereicherte Proben
bezogen. Alle Chemikalien wurden von
Sigma-Aldrich bezogen, sofern nicht
anders angegeben.

Gerate

In dieser Studie wurden zwei
Konfigurationen des 1290 Infinity Il Bio
LC-Systems verwendet (Abbildung 1).
Das LC-System war entweder mit einer
quaternaren flexiblen Pumpe oder einer
binaren Hochgeschwindigkeitspumpe
ausgestattet. Die flexible Pumpe kann
vier Losemittelstrange gleichzeitig
bedienen, wodurch die Anzahl der
verschiedenen mobilen Phasen,

die im Laufe der Methodenentwicklung
vorbereitet werden mussen, reduziert
wird. Die Hochgeschwindigkeitspumpe
bietet eine hocheffiziente Mischleistung
bei dem niedrigsten moglichen
Totvolumen sowie eine hervorragende

Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit.
Beide Konfigurationen sind bestéandig
gegen Korrosion durch hohe
Salzkonzentrationen und konnen einem
hohen Rickdruck von bis zu 1300 bar
standhalten. Ein Agilent 1260 Infinity Il
Fluoreszenzdetektor wurde eingesetzt,
um die hohe Empfindlichkeit zu
erreichen, die fUr die Analyse der relativ
verdinnten AAV-Proben erforderlich ist.

Chromatographie

Eine Agilent Bio Sax NP5-Saule aus PEEK
(2,1 x 50 mm, 5 um, Bestellnummer
5190-2472) wurde zum Trennen der
geflllten und leeren AAV-Kapside
verwendet. Die Salzgradientenelution
wurde unter Verwendung der in den
Tabellen 1 bis 3 angegebenen mobile
Phase und Gradientenbedingungen
durchgefihrt.
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FUr die Methode mit flexibler Pumpe
wurde die Software Agilent Buffer

== —n m Advisor verwendet, um wahrend

i) = — der Analyse zu bestimmen, welcher

P e Prozentsatz je Komponente der mobilen
T Phase erforderlich ist, um 70 mM

Bis-Tris-Propan, pH 9,0, zu erhalten.

Die AAV-1- und AAV-6-Standards wurden
vor der Analyse mit 50 mM Tris-HC|,

pH 7,4, verdiinnt, entweder einzeln als
Proben mit leeren oder gefiillten Kapsiden
oder als Mischungen. Die Datenerfassung
und -analyse wurde von der

Agilent OpenLab CDS-Software unter
Verwendung der in Tabelle 4 gezeigten
Integrationseinstellungen gesteuert.
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Abbildung 1: Agilent 1290 Infinity Il Bio LC.

Tabelle 1: Zusammensetzung der mobilen Phasen.

Flexible Pumpe Hochgeschwindigkeitspumpe

Pumpentyp Quaternar Binar

A: Deionisiertes Wasser A: 70 mM Bis-Tris-Propan, pH 9,0

B: 1 M Tetramethylammoniumchlorid B: 70 mM Bis-Tris-Propan +
Zusammensetzung C: 0,3 M HCI 1 M Tetramethylammoniumchlorid, pH 9,0

der mobilen Phase D: 0,2 M Bis-Tris-Propan

Abis D enthalten 2 mM MgCl,

A und B enthalten 2 mM MgCl,

Tabelle 2: Gradientenbedingungen der flexiblen Tabelle 4: Integrationseinstellungen fur die

Pumpe. Software Agilent OpenlLab CDS 2.3.
) Flussrz_lte Parameter Wert
Zeit | %A | %B | %C | %D | (ml/min) Steigungsempfindlichkeit 0,02
0 36,2 15 138 35 0,1 Peakbreite 9
40 158 | 35 | 142 | 35 01 Minimale Flache 0,05
40,1 0,6 50 | 144 | 35 03 Minimale Héhe 0,05
43 06 | 50 | 144 | 35 03 Schultermodus Tangential
Tangent Skim Modus Gerade
Tabelle 3: Gradientenbedingungen der Hohenverhéltnis Tail-Peak/Skim 0,05
Hochgeschwindigkeitspumpe. Héhenverhaltnis Front-Peak/Skim 0,05
Zeit | %A | %B | Flussrate (ml/min) Skim-Tal-Verhaltnis 20
0 85 15 0,1 Basislinienkorrektur-Modus Klassisch
25 72,5 | 27,5 0,1 Peak-Tal-Verhaltnis 500
25,1 0 100 0,3 Blindproben-Subtraktion Ja
28 0 100 03




Ergebnisse und Diskussion

Der Relative Response Factor von

AAV-T und AAV-6 wurde zuerst durch
Injektion einer identischen Anzahl von
Kapsiden entweder aus den Proben

mit leeren oder geflillten Kapsiden
geschatzt. Die geflllten Kapside waren
heller als die leeren Kapside mit einem
Response-Verhaltnis von etwa 1,2 relativ
zu den leeren Kapsiden fir beide
Serotypen. Dieser Wert stimmt mit dem
veroffentlichten Response-Verhaltnis von
1,3 fur AAV-6,2 tberein.*

Wie in Abbildung 2 gezeigt, wurden

mit der flexiblen Pumpe die gefullten
und leeren Kapside in den gemischten
Proben mit akzeptablen Auflosungen
(R=1,1 fiir AAV-1 und R = 1,3 fiir AAV-6)
getrennt. Die Probenwiederfindung
korrelierte negativ mit der Flussrate
(Daten nicht abgebildet), was mit den in
der Literatur berichteten Beobachtungen
dbereinstimmt.® Daher wurde die
Flussrate fir diese Methode wahrend
des analytischen Gradienten bei einem
niedrigen Wert von 0,1 ml/min gehalten.
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Abbildung 2: Trennung von Mischungen geftllter und leerer Kapside mit der quaternéren flexiblen Pumpe
von Agilent.



Die Methode wurde auf ein 1290

Infinity Il Bio LC-System mit einer
binaren Hochgeschwindigkeitspumpe
ubertragen. Abmischungen von gefiillten
und leeren Kapsiden in unterschiedlichen
Verhaltnissen wurden Uber drei Tage
wiederholt injiziert, um die Genauigkeit,
Linearitat und Reproduzierbarkeit

des Assays zu beurteilen. Wie in den
uberlagerten Chromatogrammen in
Abbildung 3 zu sehen ist, waren die
Retentionszeiten und Peakformen der
Peaks fur geflllte und leere Kapside
Uber einen breiten Bereich von
Kapsidverhaltnissen reproduzierbar.
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Abbildung 3: Trennung von AAV-1- und AAV-6-Proben mit unterschiedlichen Verhaltnissen von gefiillten
zu leeren Kapsiden mit der bindaren Hochgeschwindigkeitspumpe von Agilent.



Wie zuvor gezeigt wurde®, lieferten die
relativen Peakhohen im Vergleich zu

den relativen Peakflachen genauere

und robustere Schatzungen des
Verhaltnisses von gefillten zu leeren
Kapsiden. Das liegt daran, dass die Peaks
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ein gewisses Maf’ an Tailing aufwiesen,
also nicht vollstandig aufgelost wurden.
In Abbildung 4 sind die Unterschiede
der Linearitat und Genauigkeit sowohl
fur AAV-1 als auch fir AAV-6 unter
Verwendung der relativen Peakhohen
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oder relativen Peakflachen als Schatzer
dargestellt. Die linearen Trendlinien fur
die relativen Peakhohen lagen naher am
Ursprung und hatten hohere R>-Werte.

AAV-1: relative Flache als Schatzer
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Abbildung 4: Vergleich der relativen Peakhohen und der relativen Peakflachen als Schatzer des Verhéltnisses von gefiillten zu leeren Kapsiden. Die relative
Peakhohe (A und C) bietet eine iberlegene Genauigkeit und Linearitat im Vergleich zur relativen Peakflache (B und D).



Abbildung 5 zeigt die Reproduzierbarkeit
der Methode von Tag zu Tag. Die relativen
Standardabweichungen (RSD) des
Verhaltnisses von gefiillten zu leeren
Kapsiden lagen fur AAV-1 bei < 10,1 %
und fir AAV-6 bei < 11,2 % fuir Proben,

die einen Anteil geflllter Kapside von
~5bis 90 % enthielten. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Methode einen

breiten linearen Bereich aufweist. Die
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untere Quantifizierungsgrenze fur

beide Serotypen lag bei einem Anteil

von geflllten Kapsiden von < 5 %,

wobei eine RSD von unter 15 % als
akzeptabel angenommen wurde.

Die Retentionszeiten der Peaks sowohl fir
gefiillte als auch flr leere Kapside waren
ebenfalls hochgradig reproduzierbar,
wobei die RSD fir beide Serotypen fir alle
getesteten Proben < 2,4 % betrug.

s AAV-1: Reproduzierbarkeit der relativen Héhe RSD 0,15 %
s von Tag zu Tag
c 80
2 70
Q
T 60
2
£ 0 RSD 5,69 %
T 40
Q
:QE 30
£ 20
‘.g 10 RSD 10,04 %
2 0 ||

5 40 90

Erwarteter Anteil gefiillter Kapside in %

C 100 AAV-6: Reproduzierbarkeit der relativen Hohe
5 RSD 0,83 %
~ 90| vonTagzuTag
2 80
2 70
2 60
< 50
£ 40 RSD 8,02 %
£ 30
(8]
8 20
2 10 RSD 11,19 %
o

0 |

6,80 30,59 90

Erwarteter Anteil gefiillter Kapside in %

B AAV-1: Reproduzierbarkeit der Retentionszeit von Tag zu Tag
17
16 RSD 1,25 % RSD 0,66 % RSD 0,56 %

E 15

= 14

813 o o

@ 12 RSD 1,41 % RSD 1,01 % RSD 0,64 %

L

1

[

g 10

9
8
5 40 90
Erwarteter Anteil gefiillter Kapside in %

D AAV-6: Reproduzierbarkeit der Retentionszeit M Leeres Kapsid
16 von Tag zu Tag W Gefiilltes Kapsid
15 RSD 1,16 % RSD 0,64 % RSD 2,39 %
14
13
12
11| RSD2,37% RSD 1,21 % RSD 1,00 %

10
9
8

90,00 30,59 6,80
Erwarteter Anteil gefiillter Kapside in %

Abbildung 5: Reproduzierbarkeit der relativen Hohe als Schéatzer und der Peak-Retentionszeiten von Tag zu Tag.



Schlussfolgerung

Diese Studie zeigt, dass mit dem

Agilent 1290 Infinity Il Bio LC-System,
ausgestattet mit Agilent Bio SAX-Saulen
mit starkem Anionenaustauscher,

das Verhaltnis von geftllten zu leeren
Kapsiden in AAV-1-und AAV-6-
Serotypproben genau und reproduzierbar
gemessen werden kann.
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