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Separe e quantifique agregados
e fragmentos de rituximabe
com SEC de alta resolucao

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 agregacao de anticorpos monoclonais pode surgir em decorréncia de diversos
mecanismos, como fatores ambientais e de produto. A cromatografia por excluséo
de tamanhos (SEC) é um método padrao para determinar e quantificar os niveis de
agregacao e fragmentacdo de monoclonais terapéuticos. 0 enfoque desta nota

de aplicacdo é demonstrar a separacao e a quantificacdo de alta resolucéo

do inovador rituximabe e de biossimilares intactos, assim como de seus agregados
e fragmentos obtidos de estudos de degradacao forcada. A separacédo e a
quantificacdo foram obtidas com um LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert e
uma coluna SEC Agilent AdvanceBio. A calibragéo da coluna foi feita com
marcadores de peso molecular. A coluna SEC AdvanceBio proporciona separacdo
sensivel e de alta resolucéo para monitorar agregados/degradantes e é ideal para
aplicacdes em que a alta resolucéo e a sensibilidade sdo fundamentais.
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Introducao

A cromatografia por exclusdo de tamanhos (SEC) é um método
amplamente aceitavel para separar mondmeros e variantes

de baixo peso molecular (LMW) e alto peso molecular (HMW)
em mAbs terapéuticos. Em condicdes nativas, a SEC separa
mondmeros e suas variantes de acordo com o tamanho por
difusao diferenciada nos poros do material de empacotamento.
0 desenvolvimento bem sucedido de um medicamento a base
de mAb também exige a avaliacdo da agregacéo e da
fragmentacao resultantes de estudos de degradacao forcada,
que englobam testes de degradacéo fisica e quimica. O
tamanho é importante no desenvolvimento de bioterapéuticos,
visto que os agregados implicam o aumento da
imunogenicidade e afetam a seguranca e a eficacia. O grande
desafio é identificar um método de SEC capaz de separar e
monitorar essas variantes. A seguir mostraremos os beneficios
de um método utilizando uma coluna SEC Agilent AdvanceBio,
que é uma tecnologia inovadora para analise de SEC. A coluna
usa particulas tnicas de silica de 2,7 pm e quimica de ligacédo
para proporcionar separacdes de alta-resolucao de mAbs

e suas variantes de massa. 0 tempo de retencao e a precisao
da area do método sédo excelentes, demonstrando

a adequacéo da coluna e do sistema LC bioinerte utilizados.

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, opcao 19)

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

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

Condicoes

Coluna: SEC Agilent AdvanceBio 3004, 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 pL

Taxa de fluxo: 0,8 mL/min.

Deteccéo: UV, 220 e 280 nm

Reagentes, amostras e materiais

0 rituximabe inovador e o biossimilar, o cetuximabe,

o trastuzumabe e o ADC foram comprados em uma farmacia
local e armazenados de acordo com as instrucdes

do fabricante. 0 PBS, acido cloridrico e hidroxido de sédio
foram comprados da Sigma-Aldrich, Corp. Todos os produtos
quimicos e solventes tinham grau de HPLC e foi utilizada
agua altamente purificada de um sistema de purificacéo
Milli-Q (Millipore Elix 10, USA).

Calibracao da coluna SEC AdvanceBio

A coluna SEC AdvanceBio foi calibrada ao medir os volumes
de eluicao de diversos padrdes (agregados de proteina,
tireoglobulina (670 kDa), g-globulina (158 kDa), ovoalbumina
(44 kDa), mioglobina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa)). O
registro dos valores do peso molecular dos padrdes foram
representados graficamente em relacdo ao volume da eluicéo
para determinar o peso molecular equivalente da amostra.

Procedimento

A fase movel (10 ulL) foi injetada como branco, seguida
de seis replicatas de mAbs intactos e degradados
para calcular o desvio da area e do tempo de retencao (RT).

Preparo de agregados de rituximabe

Agregados de mAbs foram preparados ao diluir anticorpos
monoclonais na fase movel a uma concentracao final

de 2 mg/mL. O teste de degradacéo forcada utilizando pH
foi realizado como descrito anteriormente com uma pequena
modificacédo [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, T M de HCI foi adicionado novamente
para ajustar o pH de volta a 6,0. Houve aproximadamente
um minuto de espera entre as trocas de pH, enquanto

em agitacdo constante a 500 rpm. A solucéo resultante

foi incubada a 60 °C por 60 minutos.



Resultados e discussao

Separacao e deteccao

A coluna SEC AdvanceBio 300A foi calibrada usando uma
série de proteinas padrdao com pesos moleculares conhecidos
(Figura 1). Os agregados de proteina padrédo (primeiro pico)
no marcador de proteina foram usados para calcular o volume
morto, que eluiu a 5,748 minutos na coluna, correspondendo
aV; = 4,59 (mL). A curva de calibracéo para proteinas
separadas na coluna mostra uma relacéo linear e define

o limite de excluséo (670 k Da) para o intervalo de proteina
(1.3 a 670 kDa) analisado (Figura 2). O peso molecular de uma
proteina desconhecida pode ser entdo determinado pelo seu
volume de eluicdo usando essa representacéo grafica.
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Figura 1. Separacéo de padrﬂ()es de proteina na coluna SEC
Agilent AdvanceBio de 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7 ym
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Figura 2. Curva de calibracdo de padrdes na coluna SEC
Agilent AdvanceBio de 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7 pm.

A Figura 3 demonstra a excelente separacao de mAbs
intactos em oito minuto usando a SEC AdvanceBio 300A. A
auséncia de picos de eluicdo precoces ou tardios sugere que
as preparacdes de mAb comercializadas eram homogéneas,
sem indicacdo de agregacédo ou degradacao.
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Figura 3. Perfil de SEC de mAbs intactos na coluna SEC
Agilent AdvanceBio de 300A, 7,8 x 300 mm, 2,7 pm: A:
rituximabe inovador; B: rituximabe biossimilar.



A Figura 4 demonstra as sobreposicdes de rituximabe
inovador e biossimilar, exibindo um pico agudo e simétrico
sem interacdes nao especificas. A Tabela 1 mostra

a média dos tempos de retencao e as RSDs de area

de seis replicatas de mAbs intactos. 0 tempo de retencéo

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 precisao

do sistema. Os RTs do biossimilar e do inovador foram
semelhantes. Além disso, a pureza por porcentagem de area
foi >99% para o inovador e o biossimilar, indicando que eles
eram muito semelhantes.
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Figura 4. Sobreposicédo de rituximabe inovador e biosﬂsimilar
separada na coluna SEC Agilent AdvanceBio de 300A,
7,8 x 300 mm, 2,7 pm.

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

Tempo de retencao Area do pico
Amostra Meédia (min) RSD Meédia (mAU/min) RSD
rituximabe inovador 8,28 0,04 99,33 1,21
rituximabe biossimilar 8,29 0 100 0

Analise e quantificacao

de agregacao/degradacao

Comparamos os mAbs do biossimilar e do inovador
intactos e degradados usando a SEC para monitorar

os agregados e os degradantes. Os picos da corrida
cromatografica que eluiram antes da forma monomeérica
foram considerados como agregados e os que eluiram
posteriormente como degradantes [2].

A Figura 5 mostra os perfis de SEC do rituximabe inovador
e biossimilar degradados com pH/calor. O perfil indica
que a coluna SEC AdvanceBio, usando 0 mesmo método
de analise intacto, separou e detectou mAbs agregados

e degradados. De acordo com a porcentagem de area,

a quantificacéo relativa de agregados e fragmentos

no inovador e no biossimilar é resumida na Tabela 2.
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Figura 5. O cromatograma com a SEC Agilent AdvanceBio de
(A) rituximabe inovador intacto (traco vermelho) sobreposto
com a amostra com degradacéo de pH/calor (traco azul)

e (B) rituximabe biossimilar intacto (trago vermelho)
sobreposto com a amostra degradada (trago azul).



Tabela 2. Porcentagem da area relativa de rituximabe
inovador e biossimilar intacto e degradado.

Inovador intacto Inovador degradadad

Tempo Area % Tempo Area %

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

Biossimilar intacto Biossimilar degradado

Tempo Area % Tempo Area %

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

E interessante notar que as areas do pico relativo de
espécies agregadas do mAb inovador aumentaram devido

a degradacédo em relagédo ao hiossimilar. No entanto,

o padréo de fragmentacédo e as areas do pico de fragmentos
para ambos os mAbs foram muito semelhantes. A forma
monomeérica no inovador e no biossimilar apés a degradacéo
foi de 13 e 16%, enquanto a forma predominante em ambos
os mAbs foram fragmentos eluindo a cerca de 12,75 minutos,
que foi maior que 50%.

Por fim, para determinar a capacidade da coluna SEC
AdvanceBio de distinguir monoclonais comerciais e ADC
que diferem muito no peso molecular, foi realizada uma
analise de injecdo simples das amostras. A Figura 6 mostra
as sobreposicdes. A coluna SEC AdvanceBio diferenciou
mAbs terapéuticos e ADC de acordo com a massa molecular,
visto que é possivel observar diferencas claras nos tempos
de retencdo, demonstrando a adequacéo dessa coluna para
a analise dessas moléculas.
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Figura 6. Sobreposicéo de rituximabe inovador/biossimilar,
trastuzumabe, cetuximabe e ADC separada na coluna SEC
Agilent AdvanceBio de 7,8 x 300 mm, 2,7 ym.

Conclusoes

0 processo para o desenvolvimento de produtos a base

de mAb é complexo e envolve muitas caracterizacdes
fisico-quimicas para determinar a pureza, a agregacao

e outras variantes do produto. A cromatografia por exclusao de
tamanhos foi amplamente usada para monitorar e quantificar
mondémeros e espécies HMW e LMW em condicdes nativas.
Nesse trabalho, a coluna SEC Agilent AdvanceBio de 7,8 x 300
mm, 2,7 pm foi usada para desenvolver um método simples
para a separacdo de amostras de rituximabe intactas

e degradadas em condigdes nativas. 0 método otimizado
determinou 0 monémero como um pico Unico simétrico com
um nivel de pureza de 100% e nenhum sinal de agregados

ou fragmentos. 0 mesmo método determinou e quantificou
agregados e fragmentos obtidos de estudos de degradagéo
forcada. Isso somente é possivel com uma coluna como

a SEC AdvanceBio, que é capaz de oferecer separacéo sensivel
e de alta resolucdo de mAbs e seus variantes de massa. Além
disso, o LC quaternario Agilent 1260 Infinity Bio-inert garante

a biocompatibilidade e resisténcia a corroséo.
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Mais informacoes

Estes dados representam os resultados tipicos. Para obter
mais informacdes sobre nossos produtos e servigos,
acesse 0 site www.agilent.com/chem.

Agilent Technologies

www.agilent.com/chem

A Agilent Technologies néo sera responsavel por erros contidos neste documento
ou por danos incidentais ou consequenciais em relacdo ao fornecimento, desempenho
ou uso deste material.

As informacdes, descricoes e especificacdes nesta publicacéo estdo sujeitas
a mudancas sem aviso prévio.

© Agilent Technologies, Inc., 2015
Impresso nos EUA

16 de outubro de 2015
5991-6304PTBR



