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Zusammenfassung

Diese Application Note beschreibt einen Arbeitsablauf zur Charakterisierung

und Bestimmung kritischer Qualitdtsmerkmale (CQA) intakter adeno-assoziierter
Viren (AAV) sowie zur Identifizierung posttranslationaler Modifikationen (PTM)
der Kapsidproteine. Im Arbeitsablauf wurden ein Agilent 1290 Infinity Il LC-System
gekoppelt an ein Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF sowie die Agilent
MassHunter BioConfirm Software Version 10.0 zur Datenanalyse verwendet.



Einleitung

AAV sind die wichtigsten viralen
Vektoren flr die Gentherapie und werden
bereits erfolgreich bei der Therapie von
Netzhauterkrankungen und spinaler
Muskelatrophie eingesetzt. Ein AAV
besteht aus einer ikosaedrischen
Proteinhulle mit einem einzelstrangigen
Genom von ungefahr 4,7 kb. Intakte
AAV dienen als Vehikel zum Schutz und

Transport von Oligonukleotid-Therapeutika.

Es gibt 13 bekannte Serotypen, die
verschiedene Zelltypen transduzieren
und damit eine erhohte Selektivitat der
Therapeutika ermoglichen. Da AAV
weiterhin als Transportplattformen

fur Therapeutika erforscht werden,

ist es entscheidend, sicherzustellen,

dass alle kritischen Qualitatsmerkmale
des therapeutischen Produkts erfillt
werden. Bei der Charakterisierung

viraler Kapsidproteine gibt es mehrere
Herausforderungen. Die Proteinhtille
besteht aus drei Kapsidproteinen, VP1,
VP2 und VP3, die sich zu einer Struktur
mit 3,9 Megadalton im Verhéltnis von
1:1:10 mit 60 Kapsiden pro Virion
zusammensetzen. Neben dem geringen
molaren Anteil von VP1 und VP2 haben
alle drei Proteine Uberlappende Sequenzen
am C-Terminus. Ublicherweise wird die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese zur Bestimmung des
Molekulargewichts des Kapsidproteins
eingesetzt. Diese Methode liefert jedoch
nur ein ungenaues Molekulargewicht und
es kann unter Umstanden nicht zwischen
verschiedenen Serotypen unterschieden
werden. Die Massenspektrometrie (MS)
ist eine vielversprechende Methode,

die diese Herausforderungen meistern
und die kritischen Qualitatsmerkmale
der Kapsidproteine bestimmen kann.
Diese Application Note beschreibt einen
Arbeitsablauf zur Analyse und zum
Peptid-Mapping der intakten viralen
Kapsidproteine sowie zur Identifizierung
posttranslationaler Modifikationen.

Die flr diesen Arbeitsablauf verwendeten
Gerate waren ein Agilent 1290 Infinity

Il LC-System gekoppelt an ein Agilent
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF sowie die
Agilent MassHunter BioConfirm Software
Version 10.0 zur Datenanalyse.

Experimentelles

Gerate

Agilent 1290 Infinity Il LC-System,
bestehend aus folgenden Komponenten:

Agilent 1290 Infinity Il
Hochgeschwindigkeitspumpe
(G7120A)

Agilent 1290 Infinity Il
Mehrfachprobengeber (G7167B)
ausgerUstet mit 20-ul-Schleife fir die
Analyse der intakten Proteine und
mit 40-ul-Schleife fur die Peptid-
Mapping-Analyse

Agilent 1290 Infinity Il
Saulenthermostat (G7116B)

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

Materialien

AAV8 wurde von Lake Pharma (Worcester,
MA, USA) hergestellt. Molekulargewichts-
Cutoff-Filter und Tris(2-carboxyethyl)
phosphin (TCEP) wurden von Millipore
Sigma bezogen. Trypsin und rAsp-N
wurden von Promega bezogen.

Probenvorbereitung

FUr die Analyse der intakten Proteine
wurden die AAV dreimal einem
Pufferaustausch bei 10 000 g mit

einem Molekulargewichtsfilter (10 kDa)
unterzogen. Der Puffer enthielt 5 mM
TCER 80 % H,0 und 20 % Acetonitril

mit 0,1 % Ameisensaure (v/v). Nach der
Vorbereitung der Probe wurde sie vor der
Injektion bei Raumtemperatur inkubiert.
Fur das Peptid-Mapping wurden die AAV
einer Denaturierung, Reduktion, Alkylierung
sowie einem Verdau unterworfen. Die in
diesem Experiment verwendeten Enzyme
waren Trypsin und rAsp-N.

LC/MS-Analyse

Die LC/MS-Analyse wurde auf einem
1290 Infinity Il LC-System gekoppelt mit
einem 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF-
System mit Agilent Dual Jet Stream
ESI-Quelle durchgefihrt. Die Workstation-
Software Agilent MassHunter Aquisition
(B.09.00) mit der SWARM Autotune-
Funktion fir groRe Molekile wurde

fUr die Analyse der intakten Proteine
verwendet. Das Gerat wurde kalibriert
und im Standard-Massenmodus
betrieben. Die iterative MS/MS-Funktion
wurde fUr den Arbeitsablauf des Peptid-
Mappings verwendet.

Datenauswertung

Alle MS-Daten wurden mit der Software
Agilent MassHunter BioConfirm 10.0
verarbeitet.

Tabelle 1: Parameter der Flissigkeitschromatographie
fur die Analyse der intakten Proteine.

Parameter Wert
Agilent ZORBAX RRHD
Séule 300-Diphenyl,

2,1 %150 mm, 1,8 ym

Mobile Phase A Wasser, 0,1 % Ameisensaure

Acetonitril, 0,1 %

Mobile Phase B . .
Ameisenséure

Flussrate 0,4 ml/min
Injektionsvolumen 20 pl
0-30 min: 30—40 % B;
30-38 min: 40-90 % B;
Gradient 38-39 min: 90 % B;

39-40 min: 90-30 % B;
40-45min:30 % B

0 Minuten
60 °C

Nachlaufzeit

Séaulentemperatur

Tabelle 2: Parameter des Agilent 6545XT AdvanceBio
LC/Q-TOF fir die Analyse der intakten Proteine.

Parameter Wert
Quelle Dual Agilent Jet Stream
Gastemperatur 325°C
Gasfluss 13 1/min
Zerstauber 35 psig
Sheathgas-Temperatur 375°C
Sheathgas-Fluss 12 1/min
VCap 5000 V
Jet 500V
Fragmentor 180V
Akquisitionsrate 1 Spektrum/s
Referenzmasse 922,0098

Tabelle 3: Parameter der Flissigkeitschromatographie
flr das Peptid-Mapping.

Parameter Wert

Agilent AdvanceBio Peptid-

Séule Mapping, 2,1 x 150 mm

Mobile Phase A Wasser, 0,1 % Ameisensaure

Acetonitril, 0,1 %

Mobile Phase B : .
Ameisenséure

Flussrate 0,4 ml/min
Injektionsvolumen 40 pl

0-3 min: 3 % B;

3-50 min: 3-35% B;
el 50-60 min: 35-97 % B;

60-62 min: 97 % B;
62-62,5 min: 97-3 % B;
62,5-65min:3% B

Nachlaufzeit 5 Minuten

Sé&ulentemperatur 60 °C




Tabelle 4: Parameter des Agilent 6545XT
AdvanceBio LC/Q-TOF fiir das Peptid-Mapping.

Ergebnisse und Diskussion

Analyse der intakten Proteine mit dem

Parameter Wert -
Quelle Dual Agilent Jet Stream 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF
D 325 °C Obwonhl die Natriumdodecylsulfat--
- Polyacrylamid-Gelelektrophorese eine
Gasfluss 13 1/min .
Serstinh P schnelle und einfache Methode zur
erstauber Sl " .. .

- pel9 Uberpriifung des Molekulargewichts
Sheathgas-Temperatur | 275°C der Kapsidproteine der AAV ist, ist sie
Sheathgas-Fluss 12 l/min nicht spezifisch genug, um verschiedene
VCap 4000V Proteoformen wie eine acetylierte
Jet ov oder phosphorylierte Form von nicht-
Fragmentor 170V modifizierten Formen aufzulosen.

Akquisitionsrate

5 bzw. 3 Spektren/s fiir
MS bzw. MS/MS

Die hochauflosende Quadrupol-Time-of-
Flight-MS liefert geniigend Empfindlichkeit,

Empfindlichkeit flr die Kapsidproteine
bietet, indem sie die Transmission der
Proteine durch das Massenspektrometer
verbessert. AuRerdem ermaoglicht

das Ultrahochvakuum des Time-of-
Flight-Systems (10 Torr) dank der
hoheren mittleren freien Weglange der
Proteinmolekdile eine hohere spektrale
Reinheit.

Die Probenvorbereitung vor der LC/MS-
Analyse ist entscheidend fiir den Erhalt
qualitativ hochwertiger Massenspektren
und kann im Rahmen unserer Arbeit

mit AAV weiterhin beleuchtet werden.
Abbildung 1 zeigt die Totalionen-
Chromatogramme (TIC) und die Roh-
Massenspektren der Kapsidproteine
mit und ohne Probenvorbereitung.

Die Puffer der urspringlichen Losung
tragen Verunreinigungen in das
Massenspektrometer ein. Aullerdem wird

Nach dem Pufferaustausch
Nicht-acetyliertes VP3

Acetyliertes VP3

Referenzmassen 121,0509; 922,0098 |6st posttranslationale Modifikationen auf
und bestimmt die genaue Molekilmasse
der intakten Proteine. Dies wird unterstiitzt
durch die SWARM Autotune-Funktion fr
grofie Molekile des 6545XT AdvanceBio
LC/Q-TOF, die eine hervorragende
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Abbildung 1: Totalionen-Chromatogramme der AAV-Kapsidproteine und Rohspektren von VP1 mit und ohne Probenvorbereitung.



die Trennung der Kapsidproteine durch den
Pufferaustausch verbessert. Die Rohdaten
zeigen, dass die Abundanz des Proteins
auch auf das 1,5-Fache gestiegen ist

und das Spektrum viel sauberer ist.

Die dekonvolierten Daten werden hier
nicht gezeigt, aber die Spektren sind
aufgrund des Fehlens von Natrium-

und Kaliumaddukten sauberer und die
Interpretation der Daten ist viel einfacher.
Dariber hinaus steigert dieses Vorgehen
die Robustheit des Arbeitsablaufs und
ermoglicht langere Zeitintervalle zwischen
den Mallnahmen der Geratewartung.

Abbildung 2 zeigt das Roh- und das
dekonvolierte Spektrum von VP1.

Mit diesem Arbeitsablauf waren wir in
der Lage, drei Phosphorylierungsstellen
des VP1 mit einem Fehler kleiner als

10 ppm nachzuweisen. Die Daten fiir die
akkurate Masse bestatigten, dass am
VP1 die N-terminale Aminoséaure fehlt
und dass der neue N-Terminus acetyliert

ist. Derzeit gibt es sehr wenige Berichte
uber die Analyse posttranslationaler
Modifikationen von AAV-Kapsidproteinen,
einschlieBlich der Phosphorylierung an
VP1. VP2 wurde chromatographisch

von VP1 getrennt. Wahrend die
Massenspektrometrie diese Proteine
aufgrund der Masse trennen kann,
ermaoglicht die chromatographische
Trennung eine geringere
lonensuppression dieser beiden gering
abundanten Proteine. Die Daten fir die
akkurate Masse bestatigen mindestens
zwei Phosphorylierungsstellen an

VP2 und unter Umstanden eine dritte
(siehe Abbildung 3). Abbildung 4 zeigt,
dass die nicht-modifizierte Form von VP3
groRtenteils chromatographisch vom
acetylierten VP3 getrennt ist. Auch hier
bestatigen die dekonvolierten Spektren,
dass sowohl die acetylierte als auch die
nicht-modifizierte Form von VP3 mit
hoher Massengenauigkeit vorhanden ist.

Fehler: 4,4 ppm

Die Acetylierung des N-Terminus ist eine
haufig auftretende posttranslationale
Modifikation und hat Auswirkungen auf
die Proteinstabilitat und -faltung sowie
auf Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen. Wahrend VP1 vollstandig
acetyliert war, waren nur 70 % des

VP3 acetyliert. Obwohl derzeit noch
nicht geklart ist, warum VP3 nicht
vollstandig acetyliert war, konnte diese
Tatsache die Gesamtstruktur der
Kapsidhille des Virus beeintrachtigen.
Die spektrale Reinheit, die durch das
verbesserte Vakuum des 6545XT
AdvanceBio LC/Q-TOF zusammen mit
der SWARM Autotune-Funktion fur
grolRe Moleklle erzielt wird, zeigt alle
drei viralen Kapsidproteine mit ihren
posttranslationalen Modifikationen mit
hoher Massengenauigkeit und einem
Fehler von weniger als 10 ppm fir alle
Proteoformen.
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Abbildung 2: Roh- und dekonvolierte Spektren des Kapsidproteins VP1. Die native und die phosphorylierte Form des Proteins haben jeweils eine hervorragende

Massengenauigkeit.
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Abbildung 3: Roh- und dekonvolierte Spektren des Kapsidproteins VP2. Die native und phosphorylierte Form des Proteins haben jeweils eine hervorragende

Massengenauigkeit, jeweils mit einem Fehler kleiner 5 ppm.
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Abbildung 4: Roh- und dekonvolierte Spektren des Kapsidproteins VP3. Die nicht-modifizierten und acetylierten Formen sind gréRtenteils chromatographisch

getrennt, mit einer hervorragenden Massengenauigkeit fur jede Proteoform.



Peptid-Mapping mit
dem 6545XT AdvanceBio
LC/Q-TOF

Das Peptid-Mapping von Biotherapeutika
ist eine wichtige Methode zur
Bestimmung von Proteinsequenzen und
posttranslationalen Modifikationen, deren
Durchfiihrung von der ICH, der FDA und
anderen Aufsichtsbehorden gefordert
wird. Obwohl die Gentherapie mithilfe
von AAV noch am Beginn steht, ist es
vorstellbar, dass in Zukunft ein Peptid-
Mapping der Kapsidproteine erforderlich
sein wird. Seit Januar 2020 empfiehlt die
FDA, dass flr Arzneimittelsubstanzen fir
die humane Gentherapie Informationen
zur Primar- und Sekundarstruktur
einschliellich posttranslationaler
Modifikationen zur Verfligung gestellt
werden. Die iterative MS/MS-Funktion des
6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF schliel3t
Peptide aus allen vorherigen Laufen fiir
die Isolierung und Fragmentierung aus,
was die Auswahl und Detektion von
gering abundanten Peptiden ermdglicht.
Weiterhin ermaglicht die Software
MassHunter BioConfirm Version 10.0 die
Auswahl mehrerer Laufe, um die gesamte
Sequenz abzudecken. Diese Funktion ist
fur die Kombination der Ergebnisse von
iterativen MS/MS-Laufen als auch der
Verwendung mehrerer Enzyme nutzlich.

Die Identitatsbestimmung
posttranslationaler Modifikationen

wie beispielsweise Oxidation und
Deamidierung ist entscheidend fir die
Bestimmung der Proteinstabilitat. Das
Peptid-Mapping ist eine zuverlassige
Methode, da alle identifizierten
Peptide einen geringeren Fehler als

10 ppm aufwiesen und mindestens ein
MS/MS-Spektrum zur Bestatigung der
Peptidsequenz und zur Lokalisierung
der posttranslationalen Modifikationen
vorlag. Daridber hinaus wurde die

Rate fur falsche Treffer auf 1 %
festgelegt. Die AAV8-Sequenz hat
mehrere Regionen, in denen Lysin und
Arginin haufig auftreten. Dies macht
es schwierig, nur mit Trypsin eine
vollstandige Sequenz zu erhalten.
Daher wurde rAsp-N verwendet,

um die vollstandige Sequenz zu erhalten.

Das grofte Protein, VP1, hatte eine
gesamte Sequenzabdeckung von

97,7 %, wie in Abbildung 5 gezeigt.

Die durchgezogenen Linien stellen

die Identifizierung des Peptids mittels
MS/MS dar. Die blaue und die griine

Linie stammen von zwei iterativen
Durchflihrungen des tryptischen Verdaus,
wahrend die schwarze und die rote Linie
von zwei iterativen Durchfiihrungen eines
Verdaus mit rAsp-N stammen. MS/MS-
Daten bestatigen die stellenspezifische
Phosphorylierung wie in Abbildung 6
gezeigt. Die roten Markierungen zeigen
Peptidfragmente, die das phosphorylierte
Serin enthalten. Weitere haufig

ﬂmumlﬁmMHW'l (Protein Digest) (97.69%)
B |aave ver
[] Show fiull data fite name

vorkommende posttranslationale
Modifikationen wie beispielsweise

die Deamidierung von Asparagin und
die Oxidation von Methionin treten

auf, sind jedoch, wie erwartet, gering
abundant. Abbildung 7 zeigt Beispiele
dieser seltenen Modifikationen

mit der relativen Quantifizierung in
BioConfirm 10.0. VP2 und VP3 hatten
eine Sequenzabdeckung von 98,5 bzw.
100,0 %. Obwohl es Berichte Uber eine
N-Glykosylierung in AAV8 gibt, wurde
keine N-Glykosylierung gefunden. Diese
Diskrepanz konnte auf die Unterschiede
der Vektorexpressionssysteme
zurlckzufthren sein.
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Abbildung 5: Screenshot der Software Agilent MassHunter BioConfirm 10.0, der die Sequenzabdeckung
von VP1 mit iterativer MS/MS unter Verwendung von Trypsin und rAsp-N als komplementare Enzyme
zeigt. Dieses Protein hat eine Sequenzabdeckung von 97,7 %.
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Abbildung 6: Ein Beispiel der stellenspezifischen Phosphorylierung mit MS/MS-Bestatigung. Peptide sind rot markiert, wenn sie phosphoryliertes Serin enthalten.
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Abbildung 7: Beispiele haufig auftretender posttranslationaler Modifikationen in Proteinen: Oxidation von
Methionin und Deamidierung von Asparagin. Beide Peptide sind, wie erwartet, minimal modifiziert.

Schlussfolgerung

Die Verwendung von AAV-Partikeln

als Vehikel fUr die Gentherapie ist
vielversprechend. Daher ist die
Charakterisierung der Kapsidproteine
ein kritisches Qualitatsmerkmal,

das flr das Zulassungsverfahren als
Arzneimittel eine wichtige Rolle spielt.
Hier zeigen wir einen Arbeitsablauf

von der Probenvorbereitung bis zur
Datenanalyse, der die akkurate Masse
der Kapsidproteine bestimmt und die
posttranslationalen Modifikationen
identifiziert. Ein 1290 Infinity Il LC
gekoppelt an ein 6545XT AdvanceBio
LC/Q-TOF mit der Software MassHunter
BioConfirm Version 10.0 bietet eine
zuverlassige und genaue Losung fur die
Analyse der AAV-Kapsidproteine.
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