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¢Que nivel de superficialidad se puede
alcanzar?

Perfeccionamiento del analisis de variantes con
carga de anticuerpos monoclonales (mAb) con el
sistema LC bioinerte Agilent 1290 Infinity Il
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Resumen

El andlisis de variantes con carga es una aplicacion exigente de los sistemas

de cromatografia de liquidos aplicada debido al uso de sales de tampon
extremadamente corrosivas junto con gradientes muy superficiales para conseguir
una separacion optima. La evaluacion de los diferentes gradientes salinos se llevo
a cabo mediante el sistema LC bioinerte Agilent 1290 Infinity Il'y en él se analizaron
tanto la resolucién como la reproducibilidad.

El sistema LC bioinerte 1290 Infinity Il con la bomba de alta velocidad y la ruta de
flujo sin ningun tipo de hierro es 6ptima para su uso con la biocromatografia, dado
que evita los posibles dafios que puede sufrir el sistema por la corrosion. Se ha
demostrado su excelente reproducibilidad, incluso en gradientes superficiales de
elevada exigencia, lo que confirma que el sistema LC bioinerte 1290 Infinity Il es ya
la generacion Agilent mas avanzada de sistemas de cromatografia de liquidos de
alta gama que genera datos de absoluta confianza.



Introduccion

Los anticuerpos monoclonales (mAb)
son macromoléculas grandes y muy
heterogéneas con un tamafio de unos
150 kDa y que se generan habitualmente
mediante métodos recombinantes de
produccion. Se generan a través de

un proceso biosintético complejo en

el que se producen una gran cantidad
de modificaciones y que da lugar a
cientos de variantes distintas. Entre

las modificaciones postranslacionales
(PTM) mas habituales se encuentran

la deamidacion, la oxidacion, los
puentes disulfuro, la N-glicosilacion

y el procesamiento N-terminal y
C-terminal. Todas estas modificaciones
pueden tener lugar durante la
generacion, pero los procesos de
produccion y almacenamiento también
contribuyen a la complejidad de estas
macromoléculas. Las PTM forman un
perfil de isoformas complejo que se debe
monitorizar y analizar en profundidad,
dado que las modificaciones en el
producto farmacéutico final pueden estar
asociadas con una pérdida de actividad
bioldgica, una vida media con afectacion
o0 la inmunogenicidad.” Algunas de las
PTM dan como resultado variantes con
carga de la molécula, que generalmente
se analizan mediante cromatografia de
intercambio ionico (IEX).2 Las variantes
con carga se consideran uno de los
atributos de calidad criticos (CQA) mas
importantes y, por lo tanto, es necesario
tener en cuenta criterios de aceptacion
y controles de calidad muy estrictos.

La confirmacion de que el producto se
ha fabricado correctamente, asi como
la identificacion y la cuantificacion de
cualquier tipo de impurezas, son de
suma importancia.

La elucién en gradiente superficial es
muy habitual en la IEX de las proteinas.
Un gradiente salino tipico en el modo de
fuerza idnica para la elucién de proteinas
se encontraria entre Ty 3 mM/min
aproximadamente con un valor de

pH establecido con una tolerancia de
+0,02 unidades de pH.®

2

El sistema LC bioinerte 1290 Infinity

Il estd equipado con una bomba de

alta velocidad de alto rendimiento. La
ventaja mas importante de las bombas
binarias es que la mezcla del disolvente
es mucho mas exacta y precisa cuando
se combinan proporciones reducidas de
uno de los componentes del disolvente
en comparacion con las bombas

de mezcla a baja presion (como las
bombas cuaternarias). Con este tipo de
mezcla se obtienen composiciones de
disolventes de elevada precision desde
el principio hasta el final del gradiente
de disolvente.* Todo ello conforma la
base de la generacion de gradientes
superficiales precisos y reproducibles
(por debajo del T %/min en cada canal).

El sistema LC bioinerte 1290 Infinity

Il representa la nueva generacion de
sistemas de cromatografia de liquidos
de alta gama de Agilent y se ha disefiado
especialmente para las condiciones

que habitualmente se utilizan en
biocromatografia: concentraciones de
contenido salino elevado, como NaCl

2 M, hasta 8 M de urea y disolventes
con pH elevado y reducido, como NaOH
0,5M o HCI 0,5 M. No hay restos de
acero inoxidable o de hierro en toda la
ruta de flujo; todos los capilares y los
conectores del muestreador multiple,
del termostato multicolumna y de los
detectores se han fabricado en MP35N,
una aleacion de niquel y cobalto. Gracias
a este material se reduce la posible
corrosion que ocasionan los tampones
con elevado contenido salino y es
posible eliminar las modificaciones en la
proteina provocadas por la presencia de
iones de hierro (como la oxidacion o la
formacion de complejos de proteinas).

En esta nota de aplicacién se incorpora
el analisis de variantes con carga de
trastuzumab y del patron de referencia
NISTmADb. Se llevaron a cabo pruebas en
las pendientes de diferentes gradientes
salinos para buscar la mejor resolucion.
Las pendientes del gradiente con mayor
rendimiento se evaluaron posteriormente
para comprobar su reproducibilidad.

Experimento

Equipos

El sistema LC bioinerte Agilent 1290
Infinity Il estaba formado por los
siguientes modulos:

Bomba de alta velocidad bioinerte
Agilent 1290 Infinity Il (G7132A).

Muestreador multiple bioinerte
Agilent 1290 Infinity Il (G7137A)
con termostato de muestras
(opcion n.e 101).

Termostato multicolumna
Agilent 1290 Infinity Il (G7116B)
con intercambiador de calor
biocompatible de flujo estéandar.

Detector de longitud de onda
variable Agilent 1290 Infinity Il
(G7114B) equipado con celda
de microflujo biocompatible de
3mmy 2 pl.

Software
Agilent OpenLab CDS version 2.5

Columnas

Bio MAb, NP5, 2,1 x 250 mm, PEEK
(referencia 5190-2411)

Productos quimicos

Todos los disolventes eran de calidad
LC. Se obtuvo agua ultrapura nueva a
partir de un sistema integrado MilliQ
equipado con un cartucho de membrana
de 0,22 um en el punto de consumo
(Millipak, Merck-Millipore, Billerica, MA,
EE. UU.). Se obtuvieron fosfato sédico
monobasico monohidrato, fosfato sddico
dibasico heptahidrato y cloruro sodico

a partir de un sistema Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania).



Muestras

«  Patron Agilent-NISTmAb
(ref. 5191-5744).

+  Se obtuvo el anticuerpo monoclonal
humanizado trastuzumab,
comercializado con el nombre
Herceptin, de Roche (Basel, Suiza).

«  Eltrastuzumab se disolvio en
tampon fosfato 30 mM, pH 6,8.

Preparacion de tampones

Para la obtencion de 2 | de tampdn
fosfato 30 mM, pH 6,8, se pesaron

4,45 g de fosfato sédico monobdasico
monohidrato y 7,44 g de fosfato sddico
dibasico heptahidrato y se vertieron en
una botella de 2 | de color ambar que se
rellend con agua ultrapura hasta alcanzar
los 2 | (=tampdn A). Se vertieron 29,22 g
de cloruro sodico, de una concentracion
total de 500 mM, en una botella vacia de
11 de color ambar, que se rellend hasta
alcanzar el litro con el tampon fosfato A
preparado anteriormente (=tampon B).
Se comprobaron los valores de pH

de ambos tampones y se ajustaron a

un pH de 6,8 en los casos en los que
correspondia (la incorporacion de una
gran cantidad de sal puede modificar

el pH). Los tampones preparados se
filtraron con un filtro de membrana de
0,2 um.

Método
Consulte la Tabla 1.

Nota: Si se utilizan soluciones salinas
concentradas como eluyentes, hay

que aplicar los tipos de disolvente
correspondientes en el método de la
bomba. Por ejemplo, en el caso del
disolvente B, que incorpora cloruro
sodico 500 mM, introduzca la opcion
«Cloruro sédico 0,5 M» en lugar de
Acuoso genérico 0 Agua en el campo
de seleccion de disolventes del método
de la bomba. Las grandes cantidades
de sal modifican la compresibilidad

del disolvente, por lo que las tablas de
disolventes predefinidas permiten que el
rendimiento de la bomba sea éptimo.

Resultados y comentarios

Desarrollo de métodos

Para alcanzar la resolucion que se desea
y permitir una separacion optima, es
necesario llevar a cabo un desarrollo

de método exhaustivo para el analisis
de variantes con carga. Para lograr los
objetivos hay dos parametros que son
cruciales: encontrar el pH y la pendiente
de gradiente 6ptimos. Ambos factores
afectan en gran medida a la separacion.
En primer lugar, se recomienda llevar

a cabo un control de pH para conocer

el pH éptimo para que se produzca la
separacién. En experimentos anteriores,
se analizé el pH de 6,4 a 7,4 de los
tampones que se habian usadoy se
descubrié que el pH 6,8 era optimo para
ambas muestras: trastuzumab y el patron
de referencia NISTmAb (no se muestran
los datos). A continuacion se determina
la pendiente de gradiente optima para
permitir que la separacion sea eficaz.

Tabla 1. Condiciones cromatogréficas del gradiente salino.

Parametro Valor
. A) 30 mM de tampén de fosfato, pH 6,8, B: 30 mM de tampén de fosfato, pH 6,8, cloruro
Disolvente .
sédico 500 mM
0025 mM (NaCl 150 mM en 30 minutos) con gradientes de distinta superficialidad para el
desarrollo de método
0 mM (trastuzumab) y 25 mM (NIST) a NaCl 100 mM en 30 minutos para la evaluacion de
. reproducibilidad
Gradiente NaCl de 25 a 50 mM en 30 minutos para evaluar la reproducibilidad (gradiente muy superficial)
Lavado de NaCl 500 mM, 31 minutos
Tiempo de parada: 35 minutos
Tiempo posterior: 15 minutos
Flujo 0,200 ml/min

Temperatura | 30°C

Lavado de aguja: 3 segundos en agua

., 280 nm
Deteccion
10 Hz
Volumen de inyeccioén: 3 pl para trastuzumab y 2 pl para NIST
Inyeccién Temperatura de la muestra: 10 °C




En la Figura T se muestra una
superposicion del andlisis de variantes
con carga de trastuzumab con diferentes
pendientes de gradiente que oscilan entre
1 % B/min (5 mM/min) y 0,33 % B/min
(1,66 mMM/min). Cuanto mas superficial
es el gradiente, mas exigente es el
rendimiento de la bomba. Para obtener
composiciones de disolvente de alta
precision durante el gradiente, la bomba
debe funcionar de forma exactay precisa
al mezclar proporciones reducidas de los
componentes del disolvente. Es necesario
tener en cuenta, no obstante, que, en

el caso de los gradientes salinos, los
gradientes muy superficiales no siempre
dan lugar a una resolucion elevada, sino
gue Unicamente incrementan la anchura
de pico (por ejemplo, 0,33 % B/minen la
Figura 1). Por este motivo, la pendiente de
gradiente que se eligio para los estudios
de reproducibilidad se encontraba en
medio de los gradientes que se habian
probado con 0,66 % B/miny 3,3 B/min,

un valor que se sigue considerando
superficial.

Se empled un procedimiento de
desarrollo de método similar para la
separacion de las variantes con carga
del patron de referencia NISTmAb
(consulte la Figura 2). Las condiciones
de inicio de NIST contenian una cantidad
de sal ligeramente mayor debido al
punto isoeléctrico mas elevado (pl) del
anticuerpo NIST (aproximadamente
9,2 pl) en comparacién con el de
trastuzumab, de aproximadamente

9 pl. Para lograr que la separacion de
las variantes con carga del patrén de
referencia NISTmADb fuera mas eficaz,
los gradientes eran ligeramente mas
superficiales en comparacién con
trastuzumab, por lo que el gradiente
mas superficial era de 0,17 % B/min
(0,83 mM/min), un valor que representa
una labor exigente de la bomba. En los
demas estudios de reproducibilidad
se eligi¢ la pendiente de gradiente de
0,5 % B/min (2,5 mM/min).

—— De 0a50mM,de0a10 % B en 30 minutos: 0,33 % B/min (1,66 mM/min)
—— De0a75mM,de0a15% B en 30 minutos: 0,5 % B/min (2,5 mM/min)
—— De 0a 100 mM, de 0 a 20 % B en 30 minutos: 0,66 % B/min (3,3 mM/min)
—— De0a125mM,de 0 a25 % B en 30 minutos: 0,83 % B/min (4,17 mM/min)
—— De 0a 150 mM, de 0 a 30 % B en 30 minutos: 1 % B/min (5 mM/min)
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Figura 1. Desarrollo de método para la separacion de trastuzumab con distintas pendientes de gradiente
salino.

—— De 25a50 mM, de 5a10 % B en 30 minutos: 0,17 % B/min (0,83 mM/min)
—— De 25a75mM, de 5a15 % B en 30 minutos: 0,33 % B/min (1,66 mM/min)
— De 25a 100 mM, de 5a 20 % B en 30 minutos: 0,5 % B/min (2,5 mM/min)
—— De25a125mM, de 5a 25 % B en 30 minutos: 0,66 % B/min (3,3 mM/min)
— De 25a 150 mM, de 5 a 30 % B en 30 minutos: 0,83 % B/min (4,17 mM/min)
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Figura 2. Desarrollo de método para la separacion del patron de referencia estandar NISTmAb con distintas
pendientes de gradiente salino.



Reproducibilidad de la separacién de
variantes con carga de trastuzumab
En la Figura 3 se muestran los estudios
de reproducibilidad de la separacion de
variantes con carga de trastuzumab
(A) con una pendiente de gradiente

de 0,66 % B/min (3,3 mM/min). En

la Figura 3B se muestra una vista
aumentada de las variantes separadas
para obtener una mejor visualizacion.
Las variantes marcadas con A
representan las variantes acidas en
elucion antes del pico principal, mientras
que las variantes basicas B eluyen

tras el pico principal. Se establecieron
cinco variantes acidas antes del pico
principal y cuatro variantes basicas
eluyeron tras el pico principal. Se
evaluaron todas las variantes y el pico
principal para determinar la precision
del tiempo de retencién (TR) y el area.
La precision tanto de TR como del area
son excelentes, con valores por debajo
de 0,052 % de DER en TR y por debajo
de 0,82 % de DER en el area, salvo en

el caso de los dos picos pequefios de
variante de A1y B3.
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Figura 3. Estudios de reproducibilidad en siete analisis consecutivos de la separacion de variantes
con carga de trastuzumab (A) con una pendiente de gradiente de 0,66 % B/min (3,3 mM/min). (B) Vista
aumentada.



Reproducibilidad de la separacién de
variantes con carga de NISTmADb

En la Figura 4 se muestran los estudios
de reproducibilidad de la separacion

de variantes con carga del patrén

de referencia NISTmAb (A) con una
pendiente de gradiente de 0,5 % B/min
(2,5 mM/min).

En la Figura 4B se refleja la vista
aumentada con dos variantes acidas y
cuatro variantes basicas. De nuevo, se
evaluaron todas las variantes y el pico
principal para determinar la precision
del tiempo de retencién (TR) y el area.
La precision tanto de TR como del drea
son excelentes, con valores por debajo
de 0,06 % de DER en TRy por debajo
de 0,55 % de DER en el drea, salvo en el
caso del pico pequefio de variante de B2.

Tal y como se muestra en la Figura 2,

el gradiente mas superficial, con

0,17 % B/min (0,83 % mM/min) no

ofrece una resolucion mayor en
comparacion con gradientes como

0,5 % B/min (2,5 mM/min), que sigue
siendo superficial y es el que se ha usado
en los estudios de reproducibilidad.
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Figura 4. Estudios de reproducibilidad en siete analisis consecutivos de la separacion de variantes con
carga del patron de referencia NISTmAD (A) con una pendiente de gradiente de 0,5 % B/min (2,5 mM/min).

(B) Vista aumentada.




Sin embargo, la bomba de alta velocidad
bioinerte Agilent 1290 Infinity Il consiguio
resolver la compleja pendiente del
gradiente, que se muestra en la Figura 5.
La precision de TR en los siete analisis
consecutivos fue excelente, por debajo
del 0,25 % de DER, aunque los picos
pasaron a ser bastante amplios con el
gradiente que se aplicd. A medida que se
incrementa la anchura de pico, la altura
se reduce, algo que afecta de forma
negativa a la precision del area.

Conclusion

Se evaluaron las pendientes de distintos
gradientes salinos para obtener su
resoluciony la reproducibilidad de la
separacion de variantes con carga de
trastuzumab y NISTmADb en el sistema LC
bioinerte 1290 Infinity II. A primera vista,
los gradientes mas superficiales parecian
aumentar la resolucion. No obstante,

en ambos anticuerpos monoclonales
(mAD) los gradientes mas superficiales
gue se evaluaron no dieron lugar a la
mayor resolucion, dado que, a medida

que decrecia la pendiente, los picos
comenzaban a ensancharse y como
resultado no se presentaba un aumento
en la resolucion. Se evalué con mayor
profundidad la reproducibilidad de los
métodos en los que se habia conseguido
la mejor combinacién de una resolucion
elevada y formas de pico mas estrechas.
En los casos de una pendiente de
gradiente de 3,3 mM/min (trastuzumab) y
de 2,5 mM/min (NISTmADb), se documentd
una excelente reproducibilidad tanto en
cuanto a TR como al area. La precision de
TR era inferior al 0,06 % de DER en todos
los picos que se evaluaron. También se
evaluo la reproducibilidad del gradiente
mas superficial que se habia probado
para NISTmADb e incluso la de un gradiente
extremadamente superficial con pendiente
de 0,83 mM/min, con un resultado para
ambas de una precision de TR optima

(< 0,25 % de DER). Estos datos demuestran
que el sistema LC bioinerte 1290 Infinity

I, gracias a su ruta de flujo sin hierro, es
Optimo para su uso en condiciones de
biocromatografia y ofrece resultados con
una elevada reproducibilidad.
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Figura 5. Estudios de reproducibilidad en siete analisis consecutivos de la separacién de variantes con
carga del patron de referencia NISTmADb (A) con una pendiente de gradiente de 0,17 % B/min (0,83 mM/min).
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