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Separacion y cuantificacion de
agregados y fragmentos de rituximab
mediante cromatografia de exclusion
por tamaiio (SEC) de alta resolucion

Sistema LC cuaternario bioinerte Agilent 1260 Infinity y
columna AdvanceBio SEC 300 A de 2,7 pm

Nota de aplicacion

Productos biologicos y biosimilares

Resumen

La agregacion de anticuerpos monoclonales puede producirse por varios
mecanismos, incluidos factores asociados a los productos y medioambientales.

La cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC) es un método normalizado de
determinacion y cuantificacion de la agregacion y las concentraciones de
fragmentos en farmacos de anticuerpos monoclonales. El objeto de esta nota de
aplicacion es poner de manifiesto la separacion de alta resolucion y la
cuantificacion de rituximab original y biosimilar inalterado, asi como de sus
agregados y fragmentos, obtenidos en estudios en condiciones extremas. La
separacion y la cuantificacion se realizaron con un sistema LC cuaternario bioinerte
Agilent 1260 Infinity y una columna Agilent AdvanceBio SEC. Para la calibracion

de la columna se utilizaron marcadores de peso molecular. La columna

AdvanceBio SEC consiguioé una separacion sensible y de alta resolucion a la hora de
monitorizar agregados y productos de degradacion, y resulta idénea para aquellas
aplicaciones en las que la alta resolucion y la sensibilidad son fundamentales.
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Introduccion

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) es un
método ampliamente utilizado para la separacion de
monomeros, formas de bajo peso molecular (BPM) y formas
de alto peso molecular (APM) de farmacos de anticuerpos
monoclonales. La SEC en condiciones naturales permite
separar los monomeros y sus distintas formas en funcion del
tamafo mediante difusion diferencial en los poros del
material de relleno. Para conseguir desarrollar con éxito un
farmaco de anticuerpos monoclonales es necesario evaluar la
agregacion y la fragmentacion en estudios en condiciones
extremas, en los que se examinan las rutas de degradacion
fisicas y quimicas. El tamafio es un parametro importante para
el desarrollo de productos bioterapéuticos, dado que los
agregados juegan un papel importante en lo que respecta a la
mejora de la inmunogenicidad y afectan a la seguridad y la
eficacia. Un desafio importante es identificar un método de
SEC que permita separar y monitorizar dichas formas. En esta
nota de aplicacion mostraremos las ventajas de un método de
este tipo, consistente en el uso de una columna

Agilent AdvanceBio SEC, una tecnologia verdaderamente
innovadora para el analisis mediante SEC. Esta columna,
gracias a sus exclusivas particulas de silice de 2,7 pmy a su
fase de enlace, consigue una separacion de alta resolucion de
los anticuerpos monoclonales y de sus formas de distintas
masas. La precision del tiempo de retencion y del area de pico
de este método son excelentes, lo que demuestra la
idoneidad de la columna y el sistema LC bioinerte utilizados.

Materiales y métodos

Instrumento

Utilizamos un sistema LC cuaternario bioinerte Agilent 1260
Infinity, completamente biocompatible, con una presion
maxima de 600 bar y compuesto por los mddulos siguientes:

+  Bomba LC cuaternaria bioinerte Agilent 1260 Infinity
(G5611A).

* Inyector automatico de alto rendimiento bioinerte Agilent
1260 Infinity (GH667A).

+  Termostato Agilent Serie 1200 Infinity (G1330B).

+  Compartimento termostatizado de columna (TCC) Agilent
1260 Infinity con elementos calefactores bioinertes de
conexion rapida (G1316C, opcion n.° 19).

+  Detector de diodo array (DAD) VL Agilent 1260 Infinity
(G1315D, con celda de flujo estandar bioinerte de 10 mm).

Software
Agilent ChemStation B.04.03 (u otra version posterior).

Condiciones

Agilent AdvanceBio SEC 300 A, 7,8 x 300 mm, 2,7 pm
(ref. PL1180-5301)

Columna:

Fase movil: Solucion salina tamponada con fosfato (PBS), compuesta
por fosfato de sodio 50 mM con cloruro sodico 150 mM
(pH=174)

Temp. del TCC:  Ambiente

Vol. iny.: 10 pl

Velocidad

de flujo: 0.8 ml/min

Deteccion: UV (220 y 280 nm)

Reactivos, muestras y materiales

Se compraron rituximab original y biosimilar, cetuximab,
trastuzumab y un conjugado anticuerpo-farmaco en una
farmacia local, y se conservaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. También se compraron solucion
PBS, acido clorhidrico e hidréxido sddico de Sigma-Aldrich,
Corp. Todos los compuestos quimicos y disolventes eran de
calidad para HPLC; asimismo, se utiliz6 agua de alta pureza
obtenida con un sistema de purificacion de agua Milli-Q
(Millipore Elix 10, EE. UU.).

Calibracion de la columna AdvanceBio SEC

La columna AdvanceBio SEC se calibré mediante la medida
de los volumenes de elucion de varios patrones: agregados de
proteinas, tiroglobulina (670 kDa), y-globulina (158 kDa),
ovoalbtimina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) y vitamina B12
(1,35 kDa). Los valores logaritmicos del peso molecular de los
patrones se representaron frente al volumen de elucion para
determinar el peso molecular equivalente de la muestra.

Procedimiento

Se inyect6 fase movil (10 pl) como blanco; a continuacion, se
inyectaron seis réplicas de anticuerpos monoclonales
inalterados y en condiciones extremas para calcular la
desviacion del area de pico y el tiempo de retencion (TR).

Preparacion de agregados de rituximab

Los agregados de anticuerpos monoclonales se prepararon
mediante la dilucion de anticuerpos monoclonales en fase
movil hasta obtener una concentracion final de 2 mg/ml. Las
pruebas en condiciones extremas de pH se realizaron tal
como se especifico con anterioridad, con pequefas
modificaciones [1]. De forma resumida, se afadio HCI 1 M
gota a gota a las soluciones de muestra para cambiar el pH de
6.0 a 1,0. Seguidamente, se afiadio NaOH 1 M para ajustar el
pH a un valor igual a 10,0. Por ultimo, se afadio de nuevo HCI
1 M para volver a ajustar el pH a un valor igual a 6,0. Se dejo
aproximadamente un minuto de espera entre cambios
sucesivos de pH; asimismo, las muestras se sometieron a una
agitacion constante a 500 rpm. Las soluciones resultantes se
incubaron a 60 °C durante 60 minutos.



Resultados y comentarios

Separacion y deteccion

Para calibrar la columna AdvanceBio SEC 300 A se utilizo una
serie de patrones de proteinas de peso molecular conocido
(consulte la figura 1). Se utilizaron agregados de proteinas
estandar (pico no retenido) del patron de proteinas para
calcular el volumen muerto; la elucion se produjo a los

5,748 minutos en la columna, lo que equivale a un valor de

Vi =459 (ml). La curva de calibracion de las proteinas
separadas en la columna muestra una relacion lineal y define
el limite de exclusion (670 kDa) para el rango de proteinas
analizado (entre 1,3y 670 kDa; véase la figura 2). En
consecuencia, el peso molecular de una proteina desconocida
puede determinarse a partir del volumen de elucion con dicha
curva.
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Figura 1. Separacion de patrones de proteinas con la columna
Agilent AdvanceBio SEC 300 A, 7,8 x 300 mm, 2,7 pm.
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Figura 2. Curva de calibracion obtenida con patrones para la
columna Agilent AdvanceBio SEC-3 300 A, 7,8 x 300 mm,
2,7 pm.

En la figura 3 se puede observar la excelente separacion de
anticuerpos monoclonales inalterados en ocho minutos con la
columna AdvanceBio SEC 300 A. La ausencia de picos de
elucion anteriores o posteriores sugiere que las preparaciones
comerciales de anticuerpos monoclonales eran homogéneas,
sin que existan signos de agregacion o degradacion.
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Figura 3. Perfil SEC de un farmaco de anticuerpos
monoclonales inalterados obtgnido con una columna
Agilent AdvanceBio SEC 300 A, 7,8 x 300 mm, 2,7 pm:

A = rituximab original; B = rituximab biosimilar.



En la figura 4 se pueden ver las curvas superpuestas del
rituximab biosimilar y original, en las que se observa un pico
agudo y simétrico sin interacciones no especificas. En la tabla
1 se incluyen los tiempos de retencion medios, el area de pico
y las DER correspondientes de seis réplicas de anticuerpos
monoclonales inalterados. Las DER del tiempo de retencion

y del area de pico fueron inferiores a 0,04 y 1 %,
respectivamente, lo que demuestra la excelente
reproducibilidad del método vy, por tanto, la precision del
sistema. Los tiempos de retencion del rituximab biosimilar y
original fueron similares. Asimismo, la pureza expresada en
forma de area porcentual fue > 99 % tanto para el rituximab
original como para el biosimilar, lo que indica que ambos eran
muy parecidos.
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Figura 4. Superposicion de las curvas de rituximab original y
biosimilar correspondientes a las separaciones realizadas en la
columna Agilent AdvanceBio SEC 300 A, 7.8 x 300 mm, 2,7 um.

Tabla 1. Precision del tiempo de retencion y el area de pico
del rituximab (n = 6).

Tiempo de retencion Area de pico
Muestra Media (min) DER Media (mAU/min) DER
Rituximab original 8,28 0,04 99,33 1,21
Rituximab biosimilar 8,29 0 100 0

Analisis de la agregacion o degradacion
y cuantificacion

Comparamos mediante SEC los anticuerpos monoclonales
biosimilares y originales inalterados y en condiciones
extremas, con el fin de monitorizar los agregados y los
productos de degradacion. Los picos del analisis
cromatografico que eluyeron antes de la forma monomérica
se consideraron agregados, y los que eluyeron después,
productos de degradacion [2].

En la figura 5 se muestran los perfiles SEC del rituximab
original y biosimilar en condiciones extremas de pH y calor.
Dichos perfiles indican que la columna AdvanceBio SEC, con
exactamente el mismo método de analisis, separ6 y detecto
los anticuerpos monoclonales agregados y degradados. La
cuantificacion relativa de los agregados y los fragmentos del
producto original y el producto biosimilar, expresada en forma
de area porcentual, se resume en la tabla 2.
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Figura 5. Cromatograma obtenido con la columna Agilent
AdvanceBio SEC para: (A) el rituximab original inalterado
(curva roja), superpuesto con el correspondiente a la muestra
en condiciones extremas de pH o calor (curva azul); y (B) el
rituximab biosimilar inalterado (curva roja), superpuesto con
el correspondiente a la muestra en condiciones extremas
(curva azul).



Tabla 2. Areas relativas porcentuales del rituximab original y
biosimilar, inalterados y en condiciones extremas.

Original inalterado Original en condiciones extremas

Tiempo Area (%) Tiempo Area (%)

8,288 (monomero) 100 1,289 4,24
5,668 2,26
6,845 2
8,40 (mondomero) 13,6
10,29 2,81
11,99 23,22
12,76 51,01
14,48 1.1

Biosimilar inalterado Biosimilar en dici extremas

Tiempo Area (%) Tiempo Area (%)

8,292 (monomero) 100 8,40 (monomero) 16,832
11,985 24,24
12,75 57,36
14,46 15

Un aspecto interesante que cabe sefialar es que las areas de
pico relativas de las especies agregadas de anticuerpo
monoclonal original aumentaron en condiciones extremas, en
comparacion con el producto biosimilar. Sin embargo, el
patron de fragmentacion y las areas de pico de los
fragmentos de ambos anticuerpos monoclonales fueron muy
similares. La forma monomérica del producto original y del
producto biosimilar, tras someter estos a condiciones
extremas, tuvo un valor del 13y el 16 %, respectivamente; por
otra parte, la forma predominante de ambos anticuerpos
monoclonales fueron los fragmentos que eluyeron alrededor
de los 12,75 minutos, con una proporcion superior al 50 %.

Por tltimo, para determinar la capacidad de la columna
AdvanceBio SEC de analizar anticuerpos monoclonales y
conjugados anticuerpo-farmaco comerciales con pequefas
diferencias de peso molecular, se realizaron analisis de una
sola inyeccion de las muestras. En la figura 6 se muestran las
curvas superpuestas. La columna AdvanceBio SEC separd los
farmacos de anticuerpos monoclonales y los conjugados
anticuerpo-farmaco en funcion de su peso molecular, ya que
pueden observarse diferencias claras en los tiempos de
retencion, lo que demuestra la idoneidad de esta columna
para el analisis de estas moléculas.
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Figura 6. Superposicion de las curvas de rituximab original y
biosimilar, trastuzumab, cetuximab y conjugado anticuerpo-
farmaco, correspondientes a las separaciones realizadas con
una columna Agilent AdvanceBio SEC 300 A, 7,8 x 300 mm,
2,7 ym.

Conclusiones

El proceso de desarrollo de farmacos de anticuerpos
monoclonales es complejo y conlleva numerosas
caracterizaciones fisicoquimicas para determinar su pureza,
su agregacion y otras variables asociadas al producto. La
cromatografia de exclusion por tamafio es un método
ampliamente utilizado para la monitorizacion y la
cuantificacion de monomeros, especies de BPM y especies
de APM en condiciones naturales. En este estudio, se utilizd
la columna Agilent AdvanceBio SEC 300 A, 7,8 x 300 mm,
2,7 ym para desarrollar un método sencillo de separacion en
condiciones naturales de muestras de rituximab inalterado y
en condiciones extremas. Este método optimizado permitio
detectar el mondémero como un pico simétrico sencillo con un
nivel de pureza del 100 % y sin signos de agregados o
fragmentos. Ademas, este mismo método sirvio para analizar
y cuantificar agregados y fragmentos obtenidos en estudios
en condiciones extremas. Esto solo resulta posible con una
columna como la AdvanceBio SEC, capaz de ofrecer una
separacion de alta resolucion y sensibilidad de anticuerpos
monoclonales y sus diversas formas de distintos pesos
moleculares. Ademas, el sistema LC cuaternario bioinerte
Agilent 1260 Infinity ofrece seguridad en cuanto a las
condiciones bioinertes y la resistencia a la corrosion.
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Mas informacion

Estos datos representan resultados tipicos. Si desea obtener
mas informacion sobre nuestros productos y servicios, visite
nuestra pagina web www.agilent.com/chem.
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