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Quantificacao de mAb
e agregacao de ADC usando
SEC e uma fase movel aquosa

Sistema LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert
e coluna SEC AdvanceBio de 300A, 2,7 pm

Nota de aplicacao

Bioldgicos e biossimilares

Resumo

A cromatografia por exclusdo de tamanhos (SEC) é uma ferramenta importante
para monitorar monomeros, dimeros, agregados e possiveis degradantes

em amostras de proteina bioterapéutica, incluindo anticorpos monoclonais

e seus derivados. A agregacao de uma proteina é considerada um atributo
essencial de qualidade, sua quantificacao é fundamental.

Esta nota de aplicacdo descreve um método simples e sensivel para a quantificacdo
de agregados em um mAb bioterapéutico e em um conjugado anticorpo-droga (ADC)
usando uma coluna SEC Agilent AdvanceBio de 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7 ym e um LC
quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert. 0 método utiliza a mesma fase movel, sem
a adicdo de modificador organico, para a analise do mAb e do ADC mais hidrofobico.
0 método otimizado também foi capaz de monitorar agregados e degradantes criados
pela degradacéo forcada por pH/temperatura. Esse método simples e reprodutivel,
junto com a resisténcia a corrosdo do instrumento, é adequado para analise

de QA/QC de rotina de mAbs e ADC na indUstria biofarmacéutica.
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Introducao

As proteinas estédo sujeitas a agregacdo e degradacéo
durante todos os estagios de desenvolvimento, como
expresséo, recomformacéo, processamento downstream,
formulacao, esterilizacdo e armazenamento. Além disso,

a ligacdo da carga hidrofobica que forma o ADC aumentaria
a agregacao determinada pela hidrofobicidade. Embora
presentes em concentracées baixas, os agregados/degradantes
podem causar um grande impacto na qualidade de produtos
biologicos, causando perda de atividade, reducao de
solubilidade e aumento da imunogenicidade. A cromatografia
por exclusdo de tamanhos é o método padrdo usado para
caracterizar a agregacao de proteinas. Esta nota de aplicacdo
demonstrara os beneficios da coluna SEC Agilent
AdvanceBio de 3004, 7,8 x 300 mm, 2,7 pm para separar,
quantificar e monitorar a integridade de um mAb e um ADC
terapéuticos. As colunas SEC AdvanceBio sédo uma
tecnologia inovadora para a analise de SEC. As colunas
foram desenvolvidas e fabricadas pela Agilent com uma
particula de silica inovadora e quimica de ligacao exclusiva
para oferecer resolucéo e separacdes por tamanho a diversos
tipos de amostra, sem a necessidade de adicionar
modificador organico a fase maével. A analise do anticorpo
monoclonal e do ADC mais hidrofébico usa a mesma fase
movel aquosa.

Materiais e métodos

Instrumento

Usamos um sistema quaternario Agilent 1260 Infinity
Bio-inert completamente biocompativel -com uma pressao
maxima de 600 bar, que inclui os seguintes modulos:

*  Bomba de LC quaternario Agilent 1260 Infinity
Bio-Inert (G5611A)

*  Amostrador automatico de alto desempenho Agilent
1260 Infinity Bio-Inert (G5667A)

+  Termostatizador de amostras Série Agilent 1200
Infinity (G1330B)

+  Compartimento de coluna termostatizado (TCC)
Agilent 1260 Infinity com elementos de aquecimento
com encaixe bioinerte (G1316C, opcéo 19)

+  DAD VL Agilent 1260 Infinity (G1315D com cela de fluxo
padréo bioinerte, 10 mm)

Software
Agilent ChemStation Rev. B.04.03 (ou mais recente).

Condicoes

Coluna: SEC Agilent AdvanceBio 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7 ym
(p/n PL1180-5301)

Fase movel: Tampéo de fosfato de sodio (PBS), 50 mM de fosfato
de sodio com 150 mM de cloreto de sodio, pH 7,4.

Temp de TCC:  Ambiente

Vol. da inj.: 10 uL

Taxa de fluxo: 0,8 mL/min.

Deteccéo: UV, 220 e 280 nm

Reagentes, amostras e materiais

0 trastuzumabe e o conjugado droga-anticorpo (T-DM1) foram
comprados em uma farmacia local e armazenados de acordo
com as instrucdes do fabricante. O PBS, acido cloridrico

e hidroxido de sodio foram comprados da SigmaAldrich, Corp.
Todos os produtos quimicos e solventes tinham grau de HPLC
e foi utilizada agua altamente purificada de um sistema

de purificacao MilliQ (Millipore Elix 10, USA).

Linearidade e intervalo

A curva de calibracdo foi construida com oito concentracoes
padréo de trastuzumabe e ADC de 15,625 a 2,000 pg/mL.

Limite de quantificacao (L0Q) e limite de
deteccao (LOD)

Trastuzumabe e ADC (T-DM1) foram usados para fazer
medicoes de LOD e LOQ. A concentracdo da biomolécula
que forneceu uma razéo sinal-ruido (S/N) > 3 foi considera
da o LOD e S/N > 10 foi considerada o LOQ.

Procedimento

A fase movel (10 uL) foi injetada como branco, seguida

de niveis de linearidade em triplicada. A area e o tempo

de retencéo (RT) de cada nivel foram usados para calcular

os valores do desvio padrao (SD) e do desvio padréo relativo
(RSD %). 0 LOD e o LOQ foram estabelecidos nas injecoes
com nivel de linearidade mais baixo. A area média

de cada nivel de linearidade foi representada graficamente
em relacdo a concentragdo do analito para determinar a curva
de calibracdo dos monémeros.

Preparo de agregados de trastuzumabe e ADC

Agregados de trastuzumabe e ADC foram preparados

ao diluir anticorpos monoclonais na fase movel a uma
concentracdo final de 2 mg/mL. O teste de degradacéo de pH
foi realizado como descrito anteriormente com uma pequena
modificagédo [1]. 1 M de HCI foi adicionado lentamente gota

a gota as solucdes da amostra para alterar o pH de 6,0 para
1,0. Em seguida, 1 M de NaOH foi adicionado para ajustar o
pH a 10,0. Por fim, 1 M de HCI foi adicionado novamente para
ajustar o pH de volta a 6,0. Houve aproximadamente 1 minuto
de espera entre as trocas de pH, enquanto em agitacao
constante a 500 rpm. A solucéo resultante foi incubada

a 60 °C por 60 minutos.



Resultados e discussao

Separacao e deteccao

Para a quantificacdo da agregacdo em SEC, mondmeros,
dimeros e agregados de alto peso molecular, é essencial

que a fase movel ndo afete a composicdo da amostra. Como
as condicoes ambientais podem alterar o nivel de agregacéo,
é importante que o preparo de SEC possa ser realizado em
fases moveis aquosas com pH neutro e niveis baixos de sal.
A Figura 1 demonstra a separacao excelente de mAb de
trastuzumabe terapéutico intacto em 15 minutos utilizando

a coluna SEC AdvanceBio em condicdes cromatograficas
usadas com frequéncia para proteinas, ou seja, tampao de
fosfato de sodio com pH 7.4. O pico foi simétrico e eluido em
um tempo de retengédo consistente com o peso molecular de
um mAb, indicando que a separacao foi feita de acordo com
o tamanho e que ndo houve interacdes secundarias. A Figura
1 também mostra uma ampliacéo, revelando a presenca

de uma pequena quantidade de agregado. A auséncia de um
pico de eluicdo precoce ou tardio sugere que as preparacoes
de mAb comercializadas eram homogéneas, sem indicacao
de agregacédo ou degradacao.
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Figura 1. Perfil de SEC de (A) trastuzumabe intacto (B) regido
ampliada mostrando agregados de trastyzumabe em uma
coluna SEC Agilent AdvanceBio de 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7 ym.

SEC de ADC

0s métodos mais publicados para analise de SEC de ADC
realizados em colunas SEC comercializadas usando fase
aquosa geraram um formato de pico inadequado e resolucéo
incompleta do agregado do conjugado monomérico. Esse
efeito foi causado devido a interacdo nao especifica da carga
hidrofébica com a fase estacionaria. Foi demonstrado que

a adicdo de 15% 2-propanol superou esse efeito [2]. Quando
o ADC T-DMT1 foi analisado usando a coluna SEC AdvanceBio
com uma fase movel aquosa, o PBS gerou picos simétricos
e melhor resolucao do mondémero e do agregado, indicando
nenhuma interacdo nao especifica da droga hidrofobica

com a fase estacionaria (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de SEC de T-DM1 (ADC) intacto em uma
coluna SEC Agilent AdvanceBio de 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7
pm usando PBS, pH 7,4, como fase movel.

Precisao do tempo de retencao e da area

A Tabela 1 mostra a média dos tempos de retencéo

e as RSDs de area de seis replicacdes de mAb trastuzumabe
e analise de ADC. O tempo de retencédo e as RSDs de area
do pico foram menores que 0,04 e 1%, respectivamente,

o que demonstra reprodutibilidade excelente do método

e, consequentemente, a precisdo do sistema.

Tabela 1. Tempo de retencéo e precisdo da area do pico (n = 6).

Tempo de retencio  Area do pico

Amostra Meédia (min) RSD Meédia (mAU/min) RSD

Trastuzumabe inovador 8,034 0 100 0

ADC 8,106 0,005 98,91 0,33



Limite de deteccao e limite de quantificacao

0 LOD e o LOQ foram de 15 ug/mL e 31 pug/mL,
respectivamente, para o trastuzumab e o ADC, indicando
a sensibilidade do método. Os valores de LOD e LOQ
observados de trastuzumabe e ADC estédo organizados na

Tabela 2 e a sobreposicdo dos cromatogramas de LOD e LOQ

com a amostra em branco é mostrada na Figura 3.

Tabela 2. Resultados de LOD, LOQ e S/N (n = 3).

Concentracao (pg/mL) S/N Area média
Trastuzumabe

15,625 (LOD) 7.8 12,62
31,25 (LOQ) 21,4 29,16
62,5 32,7 60,74
ADC

15,625 (LOD) 105 1520
31,25 (LOQ) 15,5 37.89
62,5 37.9 80,24
mAU

2,5 A

Trastuzumabe

1 — DAD1 B, Sig=280, LOQ
— DAD1 B, Sig=280, LOD
— DADT1 B, Sig=280, em branco

Figura 3. Cromatogramas de LOD e LOQ de trastuzumabe
e ADC sobrepostos com a amostra em branco.

Linearidade

As curvas de linearidade do trastuzumabe e do ADC foram
construidas do nivel de LOQ ao nivel de concentracdo mais
alto do estudo usando a resposta de area e a concentracdo
de trastuzumabe/ADC. Os resultados de precisdo sdo
mostrados na Tabela 3. A curva de linearidade

do trastuzumabe/ADC no intervalo de concentracédo

de 12,5 a 2,000 pg é mostrada na Figura 4.

Tabela 3. Resumo da faixa de linearidade (n = 3)
do trastuzumabe e ADC.

Trastuzumabe ADC

Concentracéo ) Concentracdo Area
(pg/mL) Area média (pg/mL) média
15,625 16,4 15,625 22,6
31,25 30,6 31,25 37,9
62,5 64,4 62,5 91,2
125 140,7 125 178,8
250 277 250 3484
500 538,2 500 704,7
1000 1095 1000 1400
2000 2179 2000 2821

Analise de agregacao/degradacao
Comparamos o trastuzumabe e o ADC nativos

e degradados com a SEC para monitorar agregados

e degradantes. Os picos da corrida cromatografica que
eluiram antes da forma monomérica foram considerados
como agregados e os que eluiram posteriormente

como degradantes [3].
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Figura 4. Curva de linearidade com oito concentracées padrdo de trastuzumabe e ADC
com intervalo de 15,62 a 2,000 ug/mL, mostrando valores de coeficiente excelentes.
Sobreposicdes de cromatogramas também sdo mostradas para as faixas de linearidade.

Os cromatogramas de agregados com pH/calor induzido
mostrados nas Figuras 5 e 6 indicam que a coluna SEC
AdvanceBio foi capaz de separar e detectar agregados, assim
como trastuzumabe e ADC degradados. Intactos, agregados
e degradantes foram nitidamente separados uns dos outros.
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Figura 5. Cromatograma de trastuzumabe nativo (controle; traco vermelho)
sobreposto com 2 mg/mL de trastuzumabe com degradacéo de pH/calor usando
uma coluna SEC Agilent AdvanceBio de 300A, 7.8 x 300 mm, 2,7 um.

5



ADC intacto
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Figura 6. Cromatograma de ADC nativo (controle; traco vermelho) sobreposto
com 2 mg/mL de ADC com degradacédo de pH/calor usando uma coluna SEC Agilent

AdvanceBio de 3004, 7,8 x 300 mm, 2,7 pym.

Quantificacao de agregacao e degradacao
de trastuzumabe e ADC

De acordo com a porcentagem de area, a quantificagao
relativa de agregados e degradantes no trastuzumabe
e no ADC é resumida na Tabela 4.

Os dados evidenciam que ha um grande aumento dos niveis
de agregados e degradacéo de trastuzumabe e ADC com
diminuicéo relativa das formas monomeéricas, que cairam
para 71 e 54%, respectivamente. Embora animadores, esses
resultados devem ser fundamentados com dados

da atividade bioldgica para avaliar a perda de poténcia

em relacdo a agregacdo/degradacéo.

Tabela 4. Tempo de retencédo e area do pico de monémeros,
agregados e fragmentos de trastuzumabe e ADC.

Trastuzumabe Trastuzumabe

intacto degradado

Tempo_de . Area % Tempo_de ) Area %

retencdo (min) retencéo (min)

7.14 0,140 6,61 2.8

8,034 96,8 7,033 13,26

13,10 3.0 8,03 71,83
12,74 7,65
13,18 4,0

ADC intacto ADC degradado

7.115 2 6,654 19

8,106 97,8 7141 17,8
8,06 54,92
11,58 0.2
12,73 15

14,46 0.2



Conclusoes

Demonstramos diversas ferramentas excelentes para

o desenvolvimento de métodos e para monitorar a pureza

e a estabilidade de mAb trastuzumabe/ADC T-DM1
terapéutico. Primeiro usamos a coluna SEC Agilent
AdvanceBio para desenvolver uma separacao- de alta
resolucédo e simples de mAbs. A coluna SEC AdvanceBio foi
capaz de proporcionar resolucéo superior de ADC hidrofobico
sem usar modificadores organicos na fase movel. A preciséo
da area e do tempo de retencdo do método foram excelentes
e demonstraram a confiabilidade do método. As curvas

de linearidade com oito concentragdes padrao de mAb

e ADC, variando de 15 a 2.000 pug/mL, tiveram valores

de coeficiente de linearidade excelentes, indicando que

0 método é quantitativo e preciso. 0 LOD e o LOQ para

o mAb e o ADC foram de 15 ug/mL e 25 pg/mL,
respectivamente, indicando a sensibilidade do método. Além
disso, os estudos de degradacéo forcada de mAb e ADC
demonstraram que a coluna SEC AdvanceBio foi capaz

de separar, detectar e quantificar agregados e degradantes
de acordo com a porcentagem da area. Um método simples
e reprodutivel, junto com a biocompatibilidade e a resisténcia
a corroséo do LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert,
torna essa solucdo adequada para a analise de QA/QC

de anticorpo monoclonal/ADC na industria farmacéutica.
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Mais informacoes

Estes dados representam os resultados tipicos. Para obter mais
informacdes sobre nossos produtos e servicos, acesse o site
wwuw.agilent.com/chem.
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