Nota de aplicacion

Industria farmacéutica y
biofarmacéutica

Autores

Andres Guerrero, John Yan,
Ace G. Galermo, Tom Rice,

Jim Torrence, Justin Hyche,
Ted Haxo, Sergey Vlasenko,

and Aled Jones
Agilent Technologies, Inc.,
Hayward, CA

Aarti Jashnani
Bristol-Myers Squibb
Redwood City, CA

Agilent

Trusted Answers

Desarrollo de un flujo de trabajo
rapido de preparacion de muestras
para la liberacion y el marcado con
APTS de N-glucanos

Resumen

Los restos de N-glucanos de productos bioterapéuticos pueden afectar a

la inmunogenicidad, la farmacocinética y la farmacodindmica, por lo que la
caracterizacion de N-glucanos es una parte esencial del proceso de desarrollo.
Un enfoque comun es derivatizar los N-glucanos liberados enzimaticamente con
un reactivo de tincion fluorescente para la separacién y deteccién de la mezcla de
glucanos para evaluar la distribucion relativa de las formas de glucanos. Para la
separacion por electroforesis capilar (EC), el reactivo de tincion de carga negativa,
el 8-aminopireno-1,3,6-trisulfonato (APTS), se utiliza con frecuencia para permitir
la migracion de formas de glucanos neutras. Con los métodos convencionales, la
preparacion de N-glucanos marcados con APTS suele requerir numerosas horas o
dias para completarse.

Presentamos un flujo de trabajo con APTS como complemento a la plataforma

de Agilent AdvanceBio Gly-X (anteriormente ProZyme) para la preparacion de
N-glucanos, donde los N-glucanos marcados con APTS estan listos para el andlisis
por CE o UHPLC en aproximadamente 2,5 horas. Se muestran las separaciones de
glucanos marcados con APTS de Rituxan y Enbrel en dos plataformas de CE y en
UHPLC-HILIC.



Introduccion

Mas del 60 % de los productos
bioterapéuticos estan glucosilados’,
incluidos los anticuerpos monoclonales
(mADb), las proteinas de fusion Fc, los
factores de coagulacion y las citocinas,
como la eritropoyetina. La estructura de
los N-glucanos puede desempefiar un
papel critico en la farmacologia de las
proteinas terapéuticas, y puede afectar a
la inmunogenicidad, la farmacocinética y
la farmacodinamica?3. Esto hace que la
caracterizacion de N-glucanos sea una
parte esencial del proceso de desarrollo
de productos bioterapéuticos. Los
N-glucanos no contienen un cromoforo
o fluoréforo adecuado para la deteccién
en linea, por lo que para la separacion
por CE se derivatizan comunmente con
marcadores fluorescentes, como APTS,
mediante reacciones de aminacion
reductora después de la liberacion
enzimatica con PNGasa F. Los métodos
convencionales de marcado con APTS

requieren multiples pasos, incluido el
secado de los glucanos liberados antes
del marcado y la posterior limpieza del
exceso de marcador APTS, que puede
requerir horas o incluso dias para
completarse. La preparacion rapida de
N-glucanos mediante GlykoPrep con
APTS optimizo el proceso de preparacion
de muestras a cuatro o cinco horas.*

La preparacion rapida de N-glucanos
mediante Agilent AdvanceBio Gly-X con
APTS Express (anteriormente ProZyme)
es un flujo de trabajo simplificado en

el que las muestras suelen estar listas
para el andlisis en 2,5 horas (Figura 1).
Una desglucosilacién en solucion de
cinco minutos con PNGasa F en formato
de placa para PCR de 96 pocillos libera
los N-glucanos y esta habilitada por

un reactivo de desnaturalizacion que
mejora la exposicion de los sitios de
glucosilacion en N para lograr una rapida
escision enzimatica a una temperatura
elevada.

Flujos de trabajo de preparacion de muestras de N-glucanos con APTS

Tras la rapida conversion de las
glucosilaminas (-NH,) a su forma con

el extremo reductor libre (-OH), los
N-glucanos se depositan en una matriz
de limpieza en un formato de placa

de filtracion al vacio de 96 pocillos.

El marcado con APTS Express de
N-glucanos por aminacion reductora
(una hora) se realiza en la matriz de
limpieza, eliminando la necesidad de
secar las muestras de glucanos antes
del marcado, como se hace en los flujos
de trabajo convencionales con APTS.
Después del marcado, el marcador APTS
libre y otros componentes de la reaccion
se eliminan de los glucanos marcados
con APTS unidos a la matriz, seguido de
la elucién de las muestras de N-glucanos
marcados con APTS en agua. El flujo

de trabajo con APTS se sustenta en

una gama de patrones de migracion
marcados con APTS, N-glucanos
individuales y bibliotecas de N-glucanos?®,
y exoglucosas.
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Figura 1. Flujos de trabajo de preparacion de muestras de N-glucanos: Agilent GlykoPrep con APTS y Agilent AdvanceBio Gly-X de nueva generacion con APTS

Express.



Métodos y materiales

Preparacion de muestras

Las muestras de N-glucanos de
MabThera, lote nim. HO102B03
(rituximab) y Enbrel lote num. R170724
(etanercept) se prepararon con el kit
Agilent AdvanceBio Gly-X de preparacion
de N-glucanos con APTS Express
(GX96-APTS) y el kit Agilent GlykoPrep
de preparacion rapida de N-glucanos
con APTS (GP96NG-APTS), siguiendo
los protocolos estandar recomendados,
usando 40 pg de proteina por
preparacion con Gly-X, y 50 pug de
proteina con GlykoPrep.

Separaciones por CE

Los N-glucanos marcados con APTS se
separaron mediante:

Sistema Agilent Gly-Q (anteriormente
ProZyme) de andlisis de glucanos
con deteccion de fluorescencia
inducida por LED (LEDIF),

Ex/Em (nm) 310/>385 (codigo de
producto GQ2100), con inyeccién
electrocinética y separacion de dos
minutos.

Sistema Sciex PA800-plus de CE

con deteccion por fluorescencia
inducida por laser (LIF), EX/Em (nm)
488/520. Capilar N-CHO, longitud
hasta la ventana: 50 cm; longitud
total: 60 cm. Electrolito: Tampdn

de separacion de carbohidratos.
Presién de inyeccion de la muestra:
0,5 psi durante 10 segundos. Tension
y tiempo de separacion: 30 kV
durante 27 minutos, temperatura del
cartucho: 20 °C.

UHPLC-HILIC

La separacion por cromatografia

de liquidos de interaccion hidrdfila
(HILIC) de glucanos marcados con
APTS con deteccion de fluorescencia
(FLD) se llevé a cabo en una columna
Amide (2,7 x 1750 mm, 1,7 um) a una
temperatura de columna de 60 °C

y un gradiente del 30 % al 60 % de
formiato de amonio 50 mM con pH 4,4,
entre 2 y 50 minutos a un flujo de

0,4 ml/min.

Los glucanos marcados se controlaron
mediante FLD, Ex/Em (nm) 473/520.

Las asignaciones de glucanos se
realizaron mediante comparacién con
los datos existentes de Agilent y los de la
bibliografia®.

Tratamiento con sialidasa A de

los glucanos marcados con APTS
Express

En una placa para PCR, se afiadio 1 l
de sialidasa A (GK80040) a 75 pl de
glucanos marcados con APTS de Gly-X
y se incubd a 50 °C durante 10 minutos.
Las muestras se dejaron enfriary se
inyectaron en el sistema Gly-Q de CE.
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Resultados y comentarios

Rendimiento del APTS Express

Con APTS Express la cantidad de
muestra recomendada es de 10 a 40 ug.
Se observaron perfiles de glucanos
similares en el intervalo de 1 a 200 ug
para MabTheray de 10 a 200 pg para
Enbrel (datos no mostrados).

La limpieza para APTS Express elimina
mas del 99 % del reactivo de tincion
libre (datos no mostrados) y minimiza
el sesgo para glucanos individuales
(Figura 2). La limpieza también preserva
las formas de glucanos sialilados, como
se muestra en la Figura 3.
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Figura 2. Flujos de trabajo de preparacion de muestras de N-glucanos: Agilent GlykoPrep con APTS y Agilent
AdvanceBio Gly-X de nueva generacion con APTS Express.
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Figura 3. Conservacion de las formas sialiladas. Los N-glucanos de Enbrel
marcados con APTS se analizaron por UPLC, y se compard el drea porcentual

relativa total de las formas sialiladas con y sin limpieza.



La reproducibilidad se evaluo preparando ~ Separaciones por CE
seis réplicas de MabThera y separando Agilent AdvanceBio Gly-X con APTS

con el sistema Agilent Gly-Q (Figura 4). Express es un kit de formato abierto que
Para los principales picos de glucanos, el permite la separacion en una variedad de
%CV fue inferior al 3 %. sistemas de CE.

Los N-glucanos de Rituxan y Enbrel se
separaron en el sistema Agilent Gly-Q de
CE (Figuras 5A 'y 6A) y Sciex PA800 plus
(Figuras 5By 6B).

El médulo AdvanceBio Gly-X de
eliminacion del APTS elimina mas del
99 % del reactivo de tincion libre, lo que
permite una separacion limpia en la
primera parte del analisis.
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Figura 4. Reproducibilidad del kit Agilent Gly-X APTS Express. Se prepararon seis réplicas de MabThera y se separaron en el sistema Agilent Gly-Q de CE, mostrado

en (A). El érea porcentual relativa y el %CV de los principales picos de glucanos se muestran en (B).
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Figura 5. N-glucanos de MabThera preparados con Agilent Gly-X APTS Express, separados por: A) CE en un sistema Agilent Gly-Q, B) CE en un sistema PA800
plusy C) UHPLC-HILIC.
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Figura 6. N-glucanos de Rituxan preparados con Agilent Gly-X APTS Express, separados por: A) CE en un sistema Agilent Gly-Q, B) CE en un sistema PA800 plus y C)
UHPLC-HILIC.



Separacion por UHPLC-HILIC

En las Figuras 5C y 6C se muestran,
respectivamente, ejemplos de
N-glucanos de MabThera y Enbrel
marcados con AdvanceBio APTS
Express y separados por HILIC.

Los glucanos marcados con APTS
pueden separarse por HILIC en
instrumentos de UHPLC o HPLC. Sin
embargo, los picos de los glucanos
marcados con APTS son mas amplios
gue con otros reactivos de tincion

de N-glucanos que se utilizan mas
regularmente para HILIC (por ejemplo,
InstantPC y 2-AB). Puede ser necesario
un gradiente en HILIC que comience con
un porcentaje mas bajo de disolvente
organico, ya que los glucanos marcados
con APTS son mas polares y, por lo
tanto, se retienen mas durante la HILIC
que los glucanos marcados con 2-ABy
glucanos marcados con otros reactivos
de tincion.

Tratamiento con sialidasa A de

los glucanos marcados con APTS
Express

La sialidasa A (GK80040) libera el acido
sidlico enlazado a través de a(2,3),
a(2,6), a(2,8) y a(2,9) de los glucanos
marcados con APTS, y puede ayudar en
la asignacion de los picos.

Un tratamiento con sialidasa A de

10 minutos de los N-glucanos de Enbrel
hace que los picos de las formas
sialiladas en el electroferograma de
Gly-Q se muevan a una posicién neutra
(Figura 8). Por ejemplo, A2F se desplaza
a G2F, y ATF se desplaza a G1F.
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Figura 7. Comparacion de los N-glucanos marcados con Agilent AdvanceBio Gly-X APTS Express y Agilent
GlykoPrep APTS. Los N-glucanos marcados de MabThera fueron preparados y separados en un sistema
PA800 plus.
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Figura 8. Separacion en Agilent Gly-Q de N-glucanos marcados con APTS de Enbrel antes y después de la

digestion con sialidasa A durante 10 minutos.



Conclusion

El kit Agilent AdvanceBio Gly-X para

el marcado con APTS Express de
N-glucanos liberados ofrece resultados
reproducibles y fiables que pueden
compararse directamente con datos
historicos, por ejemplo, Agilent GlykoPrep
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