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Introduccion

Los virus adenoasociados (AAV) son un nuevo tipo de producto bioterapéutico con
grandes perspectivas y la capacidad de tratar una serie de enfermedades genéticas
poco frecuentes y resistentes al tratamiento, como la atrofia muscular espinal

y la degeneracion hereditaria de la retina.” Los AAV son complejos moleculares

de gran tamafo que constan de una capside proteica y ADN encapsulado,

cada uno de los cuales requieren técnicas analiticas especializadas para garantizar
la calidad y la seguridad del producto en general. La capside de los AAV esta
formada por tres proteinas diferentes, habitualmente denominadas VP1-3,

en una relacion estequiométrica aproximada de 1:1:10 con un total de 60 copias

de proteina por capside.?

La FDA de EE. UU. recomienda que las capsides viricas y el ADN encapsulado

de todos los productos terapéuticos con AAV se identifiquen de forma inequivoca
antes de su comercializacion, especialmente en aquellas instalaciones en las que se
fabrican varios serotipos o variantes modificadas genéticamente.® Hasta la fecha,
los métodos con anticuerpos, como ELISA y la inmunotransferencia, son las
técnicas mas habituales para llevar a cabo el analisis de las capsides viricas.
Estos métodos conllevan una serie de inconvenientes: ademas de ser complejos
y propensos a errores, los métodos con anticuerpos precisan generar anticuerpos
con un elevado nivel de especificidad frente a cada tipo de AAV que se vaya

a analizar. Todo ello resulta problematico, dado que las capsides de los AAV

de diferentes productos pueden poseer un alto grado de homologia, como los
serotipos 1y 6 de los AAV, que solo difieren en seis aminoacidos (una homologia
del 99 %), lo que dificulta su distincién mediante la unién del anticuerpo.*

En principio, la cromatografia de liquidos/espectrometria de masas ofrece la
combinacion perfecta de rapidez y especificidad para el analisis de proteinas de la
capside virica, dado que el andlisis directo de las masas de las proteinas elimina la
necesidad de generar anticuerpos para cada tipo de AAV. Sin embargo, en trabajos
desarrollados con anterioridad, se ha presentado el inconveniente de obtener

una separacién cromatografica relativamente deficiente de las proteinas de la
capside virica.® Todo ello resulta problematico, ya que la coelucion puede afectar

a la intensidad de la sefal y la exactitud de las masas, ademas de imposibilitar

la cuantificacion precisa de la estequiometria de la capside, que es un factor
importante para la determinacion de la capacidad de infeccion de los AAV.



En esta nota de aplicacion se presenta
un método de LC/FLD-MS optimizado
para llevar a cabo el andlisis rapido de
las proteinas de la capside virica a fin
de confirmar las secuencias primarias
de los siete serotipos diferentes.

Este método exige requisitos de
preparacion de muestras sencillos

y es robusto en condiciones de alto
contenido en sal, asi como en presencia
del detergente no iénico Pluronic F-68
como aditivo.

Experimento

Muestras de AAV

Los serotipos AAV 2,7,9,7m8, DJ, rh10
y Anc80 se adquirieron en Vector Core
@ GIS (A*STAR, Singapur). La expresion
de las muestras de AAV se realizé en
células HEK-293 mediante transfeccion
triple y las muestras se purificaron
mediante ultracentrifugacion analitica.
Las muestras se suministraron a una
concentracion de ~1,2 x 10'° genomas
viricos/pl en solucion salina tamponada
con fosfato que contenia Pluronic F-68
al 0,001 % y se emplearon tal cual se
recibieron, sin cambios de tampon.

Preparacion

de muestras

Preparacién de muestras

Se prepar¢ un tampon de
desnaturalizacion con hidrocloruro
de guanidina 12 My DTT 40 mM

en bicarbonato amonico 200 MM
(pH ~8,0) para cada andlisis. El tampon
de desnaturalizacion se afiadio a las
muestras de AAV en una relacién de
1:3 hasta una concentracion final
de hidrocloruro de guanidina 3 M.
Las muestras se calentaron a 70 °C
durante 15 minutos para garantizar
una desnaturalizacién absoluta.

Se inyectaron 1,5 x 10" genomas
viricos por analisis.

LC/FLD-MS para el analisis de
proteinas de la capside intactas
Las muestras se analizaron con los
siguientes instrumentos:

Sistema de LC Agilent 1290 Infinity |I
gue contenia:

Bomba de alta velocidad
Agilent 1290 Infinity Il (G7120A)

Muestreador multiple Agilent
1290 Infinity Il (G7167B)

Termostato multicolumna
Agilent 1290 Infinity Il (G7116B)

Cromatografia

de liquidos de masas

Espectrometria

Detector de fluorescencia
Agilent 1260 Infinity (G1321B)
con celda de flujo de 8 i

Sistema de LC/Q-TOF Agilent
6545XT AdvanceBio

En la separacion se emplearon columnas
Agilent ZORBAX StableBond C18
(SB-C18) de 300A de alta definicién y
resolucion rapida y SB-Diphenyl con
dimensiones de 2,1 x 100 mm, 1,8 um
(referencias 858750-902 y 858750-944).
En el desarrollo, también se utilizé una
columna Agilent ZORBAX SB-C3 de 300A
de alta definicién y resolucion rapida
(referencia 858750-909), que no se
empleo en el método optimizado.

Se escogid una fase movil de elevada
fuerza eluotropica con un 0,1 % de TFA
+0,1 % de FA en agua desionizada (DI)
(fase movil A) y un 90 % de isopropanol
+98%deagua+0,1%de TFA+0,1 %
de FA (fase movil B). En combinacion
con una temperatura elevada, con
condiciones de fase movil equivalentes,
se obtuvo un poder de resolucion
superior en las columnas Agilent
ZORBAX StableBond para el analisis
de anticuerpos monoclonales.”

Andlisis de datos

Columnas Agilent ZORBAX
StableBond de 300 A de alta
definicién y resolucion répida

AR

Virus
adenoasociado

Desnaturalizacién

Agilent MassHunter
BioConfirm 10.0

4 4

-

Sistema de LC/Q-TOF
Agilent 6545XT AdvanceBio

Proteinas de la

capside VP1,2y 3 Sistema de LC Agilent 1290

Infinity Il con detector de

Figura 1. Equipo y consumibles empleados en esta nota de aplicacion.



En la deteccion de fluorescencia, se utilizd
una celda de flujo de 8 pl con modo de
excitacion simple (280 nm)/emision
multiple (315, 330, 345y 360 nm),

ya que el espectro de emision de los
restos aromaticos puede variar en funcién
de la cantidad y del grado de exposicion
del disolvente. La emision mas intensa
resultd sera 360 nmyy es la que, por
consiguiente, se empled en el analisis.
Todos los analisis de datos se llevaron

a cabo en el software Agilent BioConfirm
10.0. Enlas Tablas 1, 2 y 3 se muestran
los ajustes del instrumento y del software.

Anadlisis por LC/MS de mapeo

de péptidos

Se desnaturalizé una cantidad de 10
de muestra que contenia 6,0 x 10"
genomas viricos de AAV 2 (~3,6 ug de
proteina) y se redujo en 30 pl de Tris-HCl
150 mM (pH 8) que contenia 760 mg/ml

Tabla 2. Parametros de espectrometria de masas
de proteinas de la cépside intactas.

Tabla 3. Configuracion de la deconvolucién
de proteinas de la cépside intactas.

Sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio

Fuente

Fuente de iones dual
Agilent con focalizacion
del gradiente térmico

Temperatura del gas

350°C

Flujo de gas 12 1/min
Nebulizador 35 psig
Temperatura del gas

. > 350°C
de focalizacion
F|Uj0-de ge?s de 11 Urmin
focalizacion
Tension del condensador | 4 kv
Tension de la boquilla 2kv
Fragmentador 180V
Skimmer 65V

Intervalo de masas

De 900 a 3.200 m/z

Velocidad de adquisicion

1 espectro/s

Masa de referencia

922,0098

Modo de adquisicién

lonizacion positiva,
intervalo de masas de
3.200 m/z, intervalo

Configuracion del software Agilent MassHunter
BioConfirm B10.0

Cromatogramas definidos

FLD

Integrar al extraer

Si

Tiempo de retardo
del ajuste

0,1 min (detector de MS)

Deconvolucién

Entropia méxima

Intervalo de m/z
de deconvolucién

De 1.000 a 3.200

Intervalo de masas
de deconvolucién

De 55 a 85 kDa

Incremento de masa 0,5Da
Linea de base de

sustraccion de la 7,0
deconvolucién

Tolerancia de coincidencia | 32 ppm

Tabla 4. Parametros cromatogréaficos del mapeo

de péptidos.

de clorhidrato de guanidina + 3,8 mg/ml ?;g":"ch ampliado Sistema de LC Agilent 1290 Infinity II
de TCEP durante 60 minutos a 60 °C. Disolvente A 0,1% de FA en agua desionizada (DI)
Una vez se alcanzé la temperatura B ) Disolvente B 0,1% de FA en acetonitrilo
ambiente, se llevo a cabo la alquilacion la reaccion se detuvo mediante la DeOa15min, de 5a40 % B
mediante la adicion de 10 pl de adicion de 30 pl de acido formico al Gradiente De 15a 18 min, de 40 a 90 % B
. . .. [ i i i De 18 @20 min, 90 % B
yodoacetamida 133 mM y la incubacion 10 % seguida de una limpieza en una ——
a temperatura ambiente en la oscuridad ~ columna de C-18 con un sistema Agilent dela corumna | ©0°C
durante 30 minutos. Las muestras se AssayMap Bravo (G5542A). I VST
diluyeron entonces en 210 pl de Tris-HClI El mapeo de péptidos se llevo a cabo Volumen de
y posteriormente se afiadieron 0,2 pg en un sistema de LC 1290 Infinity I s 204l
de tripsina modificada de calidad para con LC/Q-TOF 6545XT AdvanceBio.
secuenciacion de Promega (referencia En la separacion se empled una
V5117). La digestion se llevo a cabo columna AdvanceBio Peptide Mapping
durante 2 horas a 37 °Cy posteriormente  (referencia 653750-902) con las
se afladieron 0,2 ug de tripsina antes dimensiones 2,1 x 150 mm, 2,7 ym.
de llevar a cabo otra digestion a 37 °C En las Tablas 4 y 5 se muestra la
durante la noche. Al dia siguiente, configuracion de los instrumentos.
Tabla 1. Pardmetros de cromatografia de proteinas de la capside intactas.
Sistema de LC Agilent 1290 Infinity Il
Condiciones Pruebas ‘ Optimizado Pruebas ‘ Optimizado Pruebas ‘ Optimizado
Agilent ZORBAX StableBond C18 de 300 A de alta Agilent ZORBAX StableBond Diphenyl de 300 A de Agilent ZORBAX StableBond C3 de 300 A de alta
Columna definicién y resolucién réapida, alta definicién y resolucién rapida, 2,1 x 100 mm, definicién y resolucion répida,
2,1 x100 mm, 1,8 um (ref. 858750-902) 1,8 um (ref. 858750-944) 2,1 x 100 mm, 1,8 um (ref. 858750-909)
Disolvente A 01%deFA+0,1%deTFA| 0,1%deFA+0,1%deTFA| 0,1 %deFA+0,1%deTFA| 0,1%deFA+0,1%deTFA| 0,1 %deFA+0,1%deTFA B
en agua desionizada (DI) en agua desionizada (DI) en agua desionizada (DI) en agua desionizada (DI) en agua desionizada (DI)
80 % deIPA+10%de ACN | 90% de IPA + 80 % deIPA+10%de ACN | 90%delPA+9,8 %deagua| 80 %delPA+10%deACN
Disolvente B +98%deaguaDI+0,1% 98 %deaguaDI+0,1%de | +9,8%deaguaDl+ DI+0,1% de FA+0,1 % +9,8 %deaguaDI+0,1% -
deFA+0,1%de TFA FA+0,1% de TFA 01%deFA+0,1%deTFA | deTFA deFA+0,1 % de TFA
De0Oa2min, 20 %B De 0 a 5min, 28% B De 0a2min, 28%B De 0 a 5min, 33% B De0a2min,20%B
Gradient 42min, 35%B 23 min, 32,5% B 42 min, 43% B 21 min, 37% B 42 min, 35%B B
adiente 42,5 min, 80 % B 23,5 min, 80 % B 42,5 min, 80 % B 21,5 min, 80 % B 42,5min, 80 % B
45 min, 80 % B 26 min, 80 % B 45 min, 80 % B 23 min, 80 % B 45 min, 80 % B
Temperatura | . 80°C 75°C 80°C 75°C -
de la columna
Flujo 0,4 ml/min
Cantidad de 1,5 x 10" genomas viricos/inyeccién
muestra




Resultados y comentarios

Desarrollo del método de LC/MS

En el desarrollo del método se empled
AAV-2, dado que es el serotipo que se ha
estudiado mas a fondo. Las secuencias
de las proteinas VP1-3 de la capside

se presentan en la Figura 2. Todas las
proteinas de la capside se transcriben

a partir de la misma secuencia de ADN
en el gen Cap, y el empalme del ARNm

y el barrido de ribosomas con fugas dan
como resultado tres proteinas con un
elevado nivel de homologia.® En concreto,
la secuencia de VP3 es comun a las

tres proteinas, y VP1y VP2 Unicamente
difieren en sus secuencias del extremo
aminoterminal.

Tabla 5. Pardmetros de espectrometria de masas del mapeo de péptidos.

Sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio

Anchura del aislamiento

Media (~4 m/z)

Fuente

Fuente de iones
dual Agilent con
focalizacion del
gradiente térmico

Precursores/ciclo

Los 10 primeros

Energia de colisién

3,6% (m/z)/100 - 4,8

Temperatura del gas

290 °C

Umbral para MS/MS

Activado; 3
repeticiones y luego
excluir durante

Flujo de gas 13 1/min 0,2 minutos
Nebulizador 35 psig Velocidad de barrido

atendiendo a la abundancia del Si
Tem;?erat.lfra del gas de 275G orecursor
focalizacion
Flujo de gas de focalizacién 12 1/min Diana 25.000
Tensién del condensador 4kv Uso del limite de tiempo de Si

” acumulacién de MS/MS
Tension de la boquilla 2 kv
Rigurosidad del

Fragmentador 175V Pureza 100 %, limite del
Skimmer 65V 30%

Intervalo de masas

De 100 a 1.700 m/z

Modelo isotépico

Péptidos

Velocidad de adquisicion

5 espectros/s

Intervalo de MS/MS
automatizado

De 50 a 1.700 m/z

Ordenar precursores

Solo por abundancia;
+2,+3,>+3

Masa de referencia

922,0098

Velocidad de adquisicién min.
en MS/MS

3 espectros/s

Modo de adquisicién

lonizacion positiva,
intervalo de masas
3.200 m/z

A:VP1 Masa monoisotopica: 81804,8749 Masa promedio: 81856 1324 Foérmula molecular: C3630H5483N101501127S15

b 3 N-term AADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWELKPGPPPPRKPAERHKDDSRGLVLEPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAAT.FHDEKAYDROLDSGDNPYLEKYNH 94

95 ADAFFQFRLEEDTSFGGNLGRAVFOAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGEKRRPVEHSPVEPDSSSGTCGRAGQQPARRKRINFGQTGDADSVPDPOQPL.GOQPPARPSGLG 198
199 TNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWORLINNN 302

303 WGFRPKRLNFELFNIQVKEVIQNDGTTTIANNLITSTVOVFIDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPOQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGN 406

407

NFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLOFSQAGASDIRDOSRNWLPGPCYRQORVSKTSADNNNSEYSWTGATEYHLN

510

511 GRDSLVNPGPAMASHRDDEEKRFFPQSGVLIFGRQGSERTNVDIERVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLORGNRQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQG 614
615 PIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGYV 718
719 YSEPRPIGTRYLTRNL C-term 734
B:VP2 Masa monoisotépica: 66447,1172 Masa promedio: 66488,9131 Fdérmula molecular: C2938H4429N8270917S15

1 N-term APGKRKREVEHSPVEPDSSSGTGRAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDS 94
95 TWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWORLINNNWGFRPRRLNFELFNIQVREVTONDGTTTIANNL 198
199 TSTVQVFTDSEYQILPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPOQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQ 302
303 YLYYLSRTNTPSGTTTQSRLOQFSCAGASDIRDOQSRNWLPGPCYRQORVSKTSADNNNSEYSWIGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHRDDEERFFPQSGVLIFGK 406
407 QGSERKTNVDIERVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLEHPPPQILT 510
511 KNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGOVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL C-term 597
C:VP3 Masa monoisotopica: 59936,8685 Masa promedio: 59974,6971 Foérmula molecular: C2661H3984N7400824S14

1 N-term ATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQ 94
95 RLINNNWGFRPERLNFELFNIQVEEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVEPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQ 198
199 MLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHSQOSLDRLMNPLIDQYLYYL.SRTNTPSGTTTOSRLOFSQAGASDIRDOSENWLPGPCYRQORVSKTSADNNNSEYSWTGA 302
303 TEKYHLNGRDSLVNPGEPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGRQGSEKTNVDIERVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLORGNRQAATADVNTQGVLEPGMVWCODR 406
407 DVYLQOGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQRENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDET 510
511 VDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL C-term 532

Figura 2. Secuencia primaria de aminoacidos de las proteinas de la cédpside de AAV-2. Tal y como muestra el software del administrador de secuencias Agilent
MassHunter, VP1-3 difiere Unicamente en sus secuencias del extremo aminoterminal: cada una contiene la secuencia VP3 con otra secuencia del extremo
aminoterminal subrayada en rojo (VP2) o en rojo y verde (VP1). Arriba se muestran la masa monoisotdpica, la masa promedio y la formula molecular de cada proteina.



Como ya se ha afirmé en otra
publicacion,® se anticiparon estas
modificaciones postraduccionales:

(i) eliminacién del iniciador metionina

en VP1 y VP3;y (ii) acetilacién del
aminodcido inmediatamente después de
la metionina eliminada. Los aminoacidos
acetilados se indicaban en el software
administrador de secuencias Agilent
MassHunter en rojo con letras en cursiva
y las masas promedio teoricas de

VP1-3 fueron de 81.856,13, 66.488,91

y 59.974,70 Da, respectivamente

(Figura 2).

Las muestras desnaturalizadas de

AAV-2 se separaron en columnas Agilent
ZORBAX SB-C3 de 300A de alta definicion
y resolucion rapida, SB-Diphenyl y
SB-C18 (Figuras de la 3A a la 3C) con los
gradientes que se muestran en la Tabla 1.
VP1-3 se separaron en dos picos en las
columnas SB-C3 y SB-Diphenyly VP1y
VP3 coeluyeron en un solo pico. Solo la
columna SB-C18 presento la selectividad
necesaria para separar cada una de las
proteinas de la capside.

x10° VP1 +VP3

* 33,376

oo
owu

SB-C3

>
(4,

Respuesta (%)

o, NNWWS

VP2
* 32,613

oo ouvuouo

1<)

32 33 34 35 36

Tiempo de adquisicién (min)

31

x10%

*

59.975,52

=y
(o)}

D SB-C3

VP1+VP3

Recuentos
O O O = A -4
N =T CRIN

*

66.506,30 73.892,16 81.888,70

o
o N

60.000 65.000 70.000 75.000 80.000
Masa deconvolucionada (uma)

El espectro de masas procesado del
pico de VP1 + VP3 (Figuras 3D a 3E)
presento una intensidad de sefial de
VP3 mucho mas elevada a 59.975,52 Da
en comparacion con VPT, lo que

refleja su orden de magnitud de mayor
abundancia. La coelucion de VP3 puede
constituir un efecto de la matriz, lo que
interferiria posiblemente con la deteccién
y la exactitud de la masa de VP1 a través
de la supresion idnica.® Por el contrario,
la superior separacion de VP1 en la
columna SB-C18 (Figura 3F) redujo en
gran medida la interferencia de VP3, lo
que permitio un analisis preciso de VP1
por espectrometria de masas.

Tal y como se muestra en la Figura 4,

las muestras de AAV-2 se separaron
posteriormente en una columna SB-C18
con el gradiente optimizado que aparece
en laTabla 1, lo que aumento la forma

y la resolucion de los picos y redujo el
tiempo de andlisis. Cabe destacar que la
ligera ondulacion de fondo en la corriente
ionica total se produjo probablemente
por la presencia de residuos de Pluronic
F-68, que no interfirieron de forma
significativa en el andlisis.

Como factor importante, la masa
procesada experimental de VP1 fue

de 81.885,72 Da (Figura 4E), superior

en +29,6 Da a su valor tedrico de
81.856,13 Da. Por el contrario,

las masas experimentales de VP2 y VP3
concordaron en gran medida con sus
valores tedricos. Por tanto, se elabord

la hipotesis de que se habia producido
una sola sustitucion de aminoacidos en
la region del extremo aminoterminal de
VP1 (secuencia que se subraya en verde
en la Figura 2).

Confirmacion de la sustitucion tnica
de aminoacidos en AAV-2

Para demostrar la hipdtesis se llevaron
a cabo una digestién con tripsina 'y un
mapeo de péptidos de AAV-2. Se llevo a
cabo la identificacion de un péptido de
triple carga con una m/z de 1.102,1864,
cuyo espectro de MS/MS confirmé una
sustitucion de alanina por treonina en el
aminoacido 77 de la secuencia de VP1,
que estaba localizado, efectivamente,
en la region del extremo aminoterminal
(Figura 5).

x10? %107
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1,2{ B VP1 +VP3 c VP3
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25,156 VP1
02 14 .
0 0
24 25 26 27 28 29 " 35 3 37 38 39 40 41
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04 04
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Figura 3. Desarrollo de métodos con AAV-2. Cromatogramas de fluorescencia que ilustran la separacién mediante columnas (A) Agilent ZORBAX SB-C3 de 300 A
de alta definicion y resolucion rapida, (B) SB-Diphenyl y (C) SB-C18. Cabe destacar la mayor resoluciéon cromatogréfica de SB-C18. (De D a F) Espectro de masas
deconvolucionado de los picos cromatograficos, donde se aprecia la coelucion de VP1y VP3.
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La confirmacion ortogonal de esta
mutacion se obtuvo mediante
secuenciacion de Sanger del plasmido
empleado en la expresion de AAV-2, que
mostré que una sustitucion de G por

A habia alterado un codén GCC para
convertirlo en ACC (no se muestran los
datos correspondientes).

Andlisis de otros seis serotipos de AAV
Para evaluar la generalizacion de este
método de LC/MS en el andlisis de

otros serotipos de AAV, se analizaron

los serotipos de AAV-7,7m8, DJ, 9, rh10

Agilent ZORBAX SB-C18 de 300 de alta definicion y resolucién rapida

x10°

y Anc80 mediante el método SB-C18
optimizado descrito anteriormente.

La separacion de AAV-7,7m8y DJ se
produjo correctamente a través de

este método (Figuras 6A a 6C), pero la
separacion de AAV-9, rh10 y Anc80 se
produjo en dos picos, con la coelucion de
VP1y VP3 como picos simples.

Las fases estacionarias de difenilo de
Agilent habian alterado la selectividad
en comparacion con las fases

estacionarias con cadenas alquilicas,
como C3, C8y C18. Los grupos fenilo

permiten la separacion en funcién de las
interacciones t-Tt con afinidad adicional
por los aminoacidos aromaticos y
enlaces dobles.® Se desarrollé un método
optimizado SB-Diphenyl (Tabla 1) para
conseguir una separacion correcta

de AAV-9, rh10 y Anc80 (Figuras 6D a
6F). La identidad de cada una de las
proteinas de la capside obtuvo una
coincidencia automatica con el software
BioConfirm mediante el espectro de
masas procesado de cada pico, que
mostraba una interferencia minima de
los picos adyacentes (Figuras 7y 8).

Agilent ZORBAX SB-Diphenyl de 300 de alta definicion y resolucién rapida
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Las desamidaciones se asignaron
por hipotesis a las proteinas VP1 de
AAV-DJ y rh10, que podrian deberse

a las condiciones de cultivo celular

0 generarse durante la preparacion
de la muestra como artefactos del
calentamiento. Excepto en el caso

de AAV-2, las masas tedricas y
experimentales de cada proteina de la

capside (Tabla 6) difirieron en <3 Da, cifra

que corresponde a <32 ppm.

Las cantidades relativas de VP1-3

de la Tabla 7 se midieron mediante

la integracion de los picos del
cromatograma de fluorescencia
(Figura 6) correspondientes a cada
proteina de la capside. A pesar de
que estos resultados coincidian por lo
general con la estequiometria prevista
de VP1:2:3 de 1:1:10, la abundancia
de VP1 parecia mas variable que la de
VP2 en las diferentes muestras que

Tabla 6. Masas deconvolucionadas de las proteinas de la capside.

se analizaron. Dado que se sabe a
ciencia cierta que VP1 es un factor de
localizacion nuclear fundamental, ° una
menor abundancia de VP1 en ciertas
muestras podria explicar, en parte, las
diferencias en la capacidad de infeccion.

Masas de las proteinas de la capside de AAV

VP1 VP2 VP3
Exactitud de las Exactitud de las Exactitud de las
Serotipo Tedrica  [Experimental masas (ppm) Tedrica  |[Experimental masas (ppm) Tedrica  [Experimental| masas (ppm)
2 81.886,16 81.885,72 537 66.488,91 66.490,24 20,00 59.974,70 59.976,21 25,18
7 81.564,08 81.564,13 0,61 66.372,17 66.373,75 23,81 59.101,05 59.102,74 28,60
9 81.291,57 81.291,19 4,67 66.210,77 66.212,71 29,30 59.733,54 59.734,83 21,60
7m8 82.868,27 82.869,45 14,24 67.501,05 67.502,45 20,74 60.986,83 60.988,08 20,50
DJ 81.835,21 81.834,79 513 66.508,06 66.508,78 10,83 60.021,86 60.023,25 23,16
rh10 81.445,85 81.448,44 31,80 66.252,96 66.254,60 24,75 59.634,58 59.636,39 30,35
Anc80 81.195,42 81.196,68 15,52 66.002,53 66.003,80 19,24 59.396,22 59.397,97 29,46

Tabla 7. Cantidades relativas de las proteinas de la capside.

Cuantificacion de proteinas de la capside (% FLD)
Serotipo VP1 VP2 VP3
2 10,67 10,61 78,72
7 7,16 9,81 83,03
9 8,75 8,04 83,21
7m8 7,62 9,70 82,68
DJ 8,62 11,72 79,66
rh10 6,58 9,18 84,24
Anc80 5,64 10,62 83,74




Conclusion

En esta nota de aplicacion se muestra

el desarrollo del método para llevar

a cabo una separacion adecuada de

las proteinas de la capside de AAV
intactas mediante el sistema de LC
1290 Infinity Il junto con las columnas
Agilent ZORBAX de alta definiciény
resolucion rapida de 300 A SB-C18 o SB-
Diphenyl, seguido de una deteccion y un
analisis posteriores con un detector de
fluorescencia 1260 Infinity Il acoplado a
un sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT
AdvanceBio. En esta nota de aplicacion
se demuestran las capacidades de este
método con siete tipos diferentes de
AAV. Solo es necesario un breve paso de
desnaturalizacioén en la preparacion de
muestras y no hay necesidad de llevar

a cabo un cambio de tampdn, dado

que el método demuestra robustez en
condiciones de alto contenido en sal,
asi como en presencia del detergente
Pluronic F-68 como aditivo.

Este método superd de forma
significativa los trabajos publicados
recientemente® en cuanto a la separacion
cromatografica y representa un método
mas general para la separacion eficaz
de las proteinas de la capside de los
AAV, que pueden coeluir con una fase
estacionaria pero tener una buena
resolucion en otra. En comparacion con
otro trabajo reciente con un sistema

de CE/MS ZipChip en un analisis
parecido, ' este método ofrece una
exactitud de las masas <32 ppm frente
a <60 ppm con ZipChip. Ademas,

las diferencias de tiempo de retencién,
relativamente prolongado, que se
consiguieron con la cromatografia de
liquidos facilité una deconvolucion

de los espectros de masas precisa 'y
reproducible y la incorporacion de un
detector de fluorescencia permitié una
cuantificacion relativa sensible y precisa
de la abundancia de las proteinas de la
capside. Por el contrario, se demostrd
que las proteinas de la capside eluyen en
un intervalo muy estrecho de 0,1 minutos
en el sistema ZipChip, con la velocidad
de barrido relativamente lenta del
espectrometro de masas que se utilizd
en el experimento, lo que impidio una
cuantificacion precisa.

Se prevé que este método sea Util
gracias a la réapida confirmacion de la
identidad del producto de AAV antes
de su comercializacion, asi como para
el cribado de bibliotecas de AAV con
mutaciones de los laboratorios de
investigacion y desarrollo.
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