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개요
단일 클론 항체는 다양한 질병 치료에 사용되는 중요한 생체 분자 클래스입니다. Innovator 
분자의 카피 버전인 바이오시밀러는 응집체 및 전하 변이체와 같은 주요 품질 특성(CQA)에서  
상세한 특성화가 요구됩니다. 규제 기관의 승인을 얻기 위해서는 Innovator와 비교하여 
이러한 특성이 요구되는 범위 내에 있어야 합니다. 본 연구에서는 Agilent 1260 Infinity II 
bio-inert LC 및 Agilent AdvancedBio 컬럼을 사용하여 두 가지 분석 워크플로를 수행하는 
방법으로 서로 다른 제조업체의 Rituximab 바이오시밀러와 그 Innovator의 응집체 및 전하 
변이체 프로파일을 비교합니다. 그 결과, 응집체와 전하 변이체 프로파일에서 Innovator와 
바이오시밀러 사이에 유사점이나 차이점이 관찰되었습니다. 바이오시밀러 1은 응집체와 
전하 변이체 측면에서 바이오시밀러 2보다 Innovator와 더 많은 유사성을 가지고 있습니다. 
이 분석법은 일중 재현성과 일간 재현성이 모두 탁월했습니다. Peak Explorer 기능이 있는 
Agilent OpenLab CDS 소프트웨어를 사용하면 한 눈에 쉽게 데이터를 검토할 수 있습니다. 
이 연구는 Rituximab에 대한 일련의 생물학적 유사성을 알아보는 연구의 일환으로 
이루어졌습니다.

Rituximab Innovator 및 바이오시밀러의 
전하 변이체 및 응집체 분석
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서론
단일 클론 항체(mAb) 약물은 제약 시장에서 
가장 빠르게 성장하는 생물 치료제 중 
하나입니다. mAb의 대부분은 암 치료를 
위한 것입니다.1 Innovator mAb 약물에 
대한 약물 발견, 개발, 제조 및 임상 시험 
과정에 투입되는 비용은 막대합니다. 
이 때문에 환자가 Innovator 약물 
치료를 받는 데 드는 비용은 일반적으로 
높습니다. 따라서 Innovator 약물의 보다 
경제적인 바이오시밀러라고 불리는 복제 
의약품에 대한 수요가 높습니다. 최초의 
바이오시밀러는 2006년 유럽 시장의 
승인을 받았으며, 미국 시장은 2010년 3월 
건강보험개혁법(Affordable Care Act)이 
도입되면서 그로부터 9년 후에 열렸습니다. 
바이오시밀러의 개발은 Innovator 분자의 
특허가 만료되면서 활성화되고 있습니다.

규제 기관으로부터 바이오시밀러 승인을 
얻기 위해 제조업체는 안전성, 순도 및 효능 
면에서 생물학적 제품과 기준 제품간에 
임상적으로 의미 있는 차이가 없음을 
입증해야 합니다.2 이 과정에서 중요한 
부분은 Innovator와 바이오시밀러 사이의 
물리 화학적 유사성을 이해하기 위해 
실시하는 광범위한 비교 분석 연구입니다.

응집체, 절단 및 기타 변형된 형태(탈아미드화,  
이성질체화 등)는 제조 과정이나 보관 중에 
발생하는 제품 관련 불순물입니다. 약물에 
이러한 불순물이 존재하면 약물 안정성, 활성 
및 효능에 부정적인 영향을 미칩니다. 따라서 
이들은 일반적으로 CQA로 간주되어 제조 
공정의 전 과정에서 면밀히 모니터링하고 
검사합니다.3 

이 응용 자료에서는 두 가지 분석 워크플로를 
이용하여 Rituximab의 두 바이오시밀러와 
그 기준 Innovator를 응집체 및 전하 변이체 
프로파일의 측면에서 비교 입증합니다. 
Rituximab은 류마티스 관절염, 루푸스, 
혈관염 및 피부 근염의 치료에 잘 알려진 
생물 치료제입니다. 두 가지 바이오시밀러는 
지리적으로 서로 다른 위치에 있는 두 
제조업체로부터 얻었습니다. 두 워크플로 
모두 AdvancedBio 컬럼 및 OpenLab CDS와  
함께 1260 Infinity II bio-inert LC를 결합한 
시스템에 기반을 둡니다. 전하 변이체는 
약 양이온 교환(WCX) 컬럼에서 분리하고 
응집체는 크기 배제(SEC) 컬럼에서 
분리했습니다. 그림 1은 두 가지 워크플로를 
자세히 보여줍니다. 일중 결과와 일간 결과의 
재현성이 양호했기 때문에 워크플로의 
신뢰성이 보장되었고 Innovator와 
바이오시밀러 사이의 유사성 또는 차이점이 
명확하게 드러났습니다. 

실험 

기기
분석 시스템은 다음 모듈로 구성되었습니다.

• Agilent 1260 Infinity II Bio-inert 펌프
(G5654A)

• Agilent 1260 Infinity II Bio-inert 
Multisampler(G5668A), 시료 냉각기 
포함 

• Agilent 1260 Infinity II 다중 컬럼 온도 
조절 장치(G7116A), bio-inert heat 
exchanger 포함 

• Agilent 1260 Infinity II 다이오드 
어레이 검출기 WR(G7115A), bio-inert 
플로우 셀 포함 

• Agilent 1260 Infinity II Bio-inert 
MultiDetector Suite(MDS) (G7805A), 
dual-angle static 및 DLS 검출 기능 
포함(G7809A)

컬럼
• Agilent Bio mAb, 비다공성,  

2.1 × 250 mm, 5 µm HPLC, PEEK 
(p/n 5190-2411) - 전하 변이체 분석에 
이용

• Agilent AdvanceBio SEC 300Å,  
7.8 × 300 mm, 2.7 µm 
(p/n PL1180-5301) - 응집체 분석에 
이용

소프트웨어
• Agilent OpenLab CDS 버전 2.3

• Agilent Buffer Advisor A.01.01 [009]

• Agilent Bio-SEC 소프트웨어 버전 
A.02.01 Build 9.34851[21]

LC 기기 제어와 LC 데이터 분석은 Agilent 
OpenLab CDS 버전 2.3을 사용하여 
수행했습니다. 드래그 앤 드롭 템플릿 
기능을 통해 사용자 정의 및 대화식으로 
보고서를 작성할 수 있는 자연스러운 사용자 
인터페이스를 제공합니다. 소프트웨어의 
Peak Explorer 기능을 이용하여 Innovator와  
바이오시밀러 간의 결과를 비교했습니다.

화학 물질 및 시료
용매는 전부 LC 등급 용매를 사용하였습니다. 
초순수는 0.22µm의 membrane point-of-use  
cartridge(Millipak)를 장착한 Milli-Q Integral  
시스템에서 얻었습니다. Sodium phosphate  
monobasic, sodium phosphate dibasic 
및 sodium chloride은 Sigma-Aldrich 
(St. Louis, USA)로부터 구입했습니다. 
Innovator 및 두 개의 바이오시밀러를 
포함한 mAb 약물은 지역 유통업체에서 
구입했습니다. DLS 시스템에서 분석하기 
전에 이동상을 0.1μm 친수성 PTFE 
멤브레인 필터(Merck Millipore)를 통해 
삼중으로 여과했습니다. 

원래의 용기에서 시료를 채취하여 2분 
동안 13,000g에서 원심분리했습니다. 
분석을 위해 상등액을 LC 시료 바이알에 
분취했습니다. 
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그림 1. Rituximab Innovator와 바이오시밀러를 분석하기 위한 전하 변이체 및 응집체 분석 워크플로
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Bio IEX/Bio MAb

Rituximab mAb
(Innovator와 바이오시밀러)

• 현지 유통 업체로부터 
Rituximab mAb 시료 구입

• Agilent OpenLab CDS 2.3을 
사용하여 데이터 분석과 보고서
작성을 수행했습니다.

• Buffer Advisor 소프트웨어를 사용한 빠른 완충액 조건�스크리닝.

• BioMab WCX 컬럼을 장착한 Agilent 1260 Infinity II Bio-inert 
LC 시스템에서 전하 변이체 분리를 수행했습니다. 

Agilent 1260 Infinity II
Bio-inert LC

Buffer Advisor
소프트웨어

시료

응
집
체
�분
석

분리 검출 데이터�처리�및�보고

Rituximab mAb
(Innovator와 바이오시밀러)

• 현지 유통 업체로부터 Rituximab 
mAb 시료 구입

• Agilent OpenLab CDS 2.3 및 
Bio-SEC 소프트웨어를 사용한 
데이터 분석 및 보고서�작성

• 1260 Infinity II Bio-inert LC 시스템 및 AdvanceBio SEC 컬럼을 
사용한 모노머 및 고분자량 응집체의 분리 및 정량.

• Buffer Advisor 소프트웨어를 사용한 빠른 완충액 조건�스크리닝.

• 동적 광산란 검출기를 이용한�용액 분자량 및 수력학적 반경�측정.
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실험 방법
전하 변이체: 표 1은 Rituximab Innovator 및 
바이오시밀러의 이온 교환 크로마토그래피에  
사용된 크로마토그래피 파라미터를 
나타냅니다. 연구에 사용된 그레디언트는 
Buffer Advisor 소프트웨어로 계산되었습니다. 
시료를 희석하지 않고 직접 주입했습니다
(10mg/mL). 머무름 시간(RT), 면적 및 면적 
백분율을 사용하여 상대 표준 편차(RSD %) 
값을 계산했습니다. mAb의 전하 변이체를 
정량하기 위해 상대적 백분율 면적을 
사용했습니다.

응집체 분석: 표 2는 Rituximab Innovator 
및 바이오시밀러의 응집체 분석에 사용된 
크로마토그래피 파라미터를 나타냅니다. 
시료를 희석하지 않고 직접 주입했습니다
(10mg/mL). RT, 면적 및 백분율 면적을 
사용하여 RSD % 값을 계산했습니다. 
시료에서 고분자량 종(HMWS)과 저분자량 
종(LMWS)을 정량하기 위해 상대적 백분율 
면적을 사용했습니다. Rituximab의 평균 
분자량과 수력학적 반경(hydrodynamic 
radius)은 DLS 분석으로부터 얻었습니다. 

결과 및 토의
전하 변이체(IEX)
그림 2는 BioMAb PEEK 컬럼에서 
Innovator와 바이오시밀러의 전하 변이체 
프로파일을 나타내며 16분만에 전하 
변이체를 높은 분리능으로 분리했음을 
보여줍니다. Rituximab Innovator와 
바이오시밀러의 6회 반복 분석 오버레이가 
우수한 재현성을 보여줍니다. 주 피크와 
변이체에 대한 RT 및 면적 RSD는 각각 0.3 
및 1% 이내입니다. 그림 3은 Innovator와 바이오시밀러를 

비교하기 위한 크로마토그램 오버레이를 
보여줍니다. 12.5분 부근의 피크는 주 
피크로 분류되며 주 피크의 좌우에 있는 
피크는 각각 산성 및 염기성 전하 변이체 
피크로 분류됩니다. 산성 변이체의 
프로파일은 Innovator 및 바이오시밀러 1  

사이에서 유사했지만, 바이오시밀러 2는  
약간의 차이를 나타냈습니다. 라이신 
절단에 주로 기인한 염기성 변이체의 
프로파일은 불완전한 라이신 절단으로 인해 
바이오시밀러 2와 Innovator 사이에서 큰 
차이를 보였습니다.4 

표 1. IEX 크로마토그래피 조건

파라미터 값

염 기울기
0 ~ 200 mM NaCl,  
30 mM 인산나트륨  
완충액, pH 6.8

시간(분) A) 물 B) NaCl (1,000 mM) C) NaH2PO4 (55 mM) D) Na2HPO4 (50 mM) 
0.0 43.1 0.0 31.0 25.9 
30.0 22.3 20.0 22.7 35.0 
35.0 22.3 20.0 22.7 35.0

중지 시간 35분

평형 시간 30분

유속 0.25mL/분

주입 부피 2µL

샘플러 온도 10°C

컬럼 온도 25°C

DAD 280nm/4nm, Ref:OFF

피크 폭 >0.025분(10Hz)

표 2. 응집체 분석 크로마토그래피 조건

파라미터 값

이동상 100mM 인산나트륨 완충액+150mM NaCl, pH 7.0

유속 0.8mL/분

중지 시간 20분

주입 부피 10µL(UV)/25µL(DLS) 

샘플러 온도 10°C

컬럼 온도 25°C

DAD 280nm/4nm, Ref:off

피크 폭 >0.05분 (1.0초 감응 시간) (5Hz)

LS 검출기 25°C

DLS 작동 파라미터

Correlator 실행 시간 5초

Correlator 기능 클립 시간 10µs

R2 0.80

용리액 점도 0.0079(30°C에서 물의 점도)

용리액 굴절률 1.333(물의 굴절률)
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일중(n = 6) 일간(n = 6)

%RSD 
RT

RSD% 
면적

%RSD 
RT

RSD% 
면적

산성 변이체 0.12 0.42 0.31 0.68

주 피크 0.10 0.15 0.29 0.50

염기성 변이체 0.10 0.90 0.28 1.91

바이오시밀러 1

일중(n = 6) 일간(n = 6)

%RSD 
RT

RSD% 
면적

%RSD 
RT

RSD% 
면적

산성 변이체 0.08 0.60 0.16 1.07

주 피크 0.07 0.32 0.15 0.85

염기성 변이체 0.07 0.75 0.14 1.05

바이오시밀러 2

일중(n = 6) 일간(n = 6)

%RSD 
RT

RSD% 
면적

%RSD 
RT

RSD% 
면적

산성 변이체 0.20 0.19 0.26 0.80

주 피크 0.21 0.52 0.25 0.89

염기성 변이체 0.22 0.32 0.26 0.70

그림 2. Agilent Bio Mab, 2.1 × 250 mm, 5μm, PEEK 컬럼을 사용하여 Agilent 1260 Infinity Bio-inert quaternary LC에서 Rituximab의 Innovator 및 바이오시밀러를 6회 반복 
측정한 결과를 보여주는 오버레이. 그림의 표는 주 피크와 전하 변이체에 대한 머무름 시간과 면적의 정밀도(n = 6)를 보여줍니다.

그림 3. Rituximab의 Innovator 및 바이오시밀러에 대한 전하 변이체 프로파일 비교 결과를 확대한 화면
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그림 4는 Innovator와 바이오시밀러 전반에 
걸친 전하 변이체와 주요 형태 분포를 
보여줍니다. Innovator Rituximab의 주요 
형태는 65.35 ±0.27%, 바이오시밀러 1
에서는 65.14 ±0.10%이지만 바이오시밀러 
2에서는 28.8 ±0.07%에 불과한 것으로 
밝혀졌습니다. 바이오시밀러 2 Rituximab의  
주요 전하 변이체는 Innovator 제품
(12.97 ±0.23%)과 비교하여 62.99 ±0.06% 
염기성 변이체였습니다. 바이오시밀러 1이 
약간 더 많은 염기성 변이체(20.11 ±0.12% 
대 12.97 ±0.23%)를 나타내고 더 적은 산성 
변이체(14.53 ±0.09% 대 21.68 ±0.13%)를  
나타낸 것을 제외하고, Innovator와  
바이오시밀러 1은 전하 변이체 
프로파일에서 유사합니다. 

OpenLab CDS에 있는 또 다른 유용한 
데이터 분석 기능은 Peak Explorer입니다.  
이 기능은 많은 양의 데이터를 시각화하여 
추세, 머무름 시간 변화, 이상치, 아티팩트 
등을 발견함으로써 복잡한 시료의 데이터를  
보다 신속하게 검토할 수 있게 해줍니다. 
전하 변이체 데이터를 조사하고 Innovator와  
바이오시밀러를 비교하기 위해 Peak 
Explorer를 사용했습니다. 그림 5는  
Innovator와 바이오시밀러에 대한 
Peak Explorer 비교 결과를 시각적으로 
보여줍니다. 각 버블은 산성 및 염기성 
변이체와 주 피크에 해당합니다. 버블 
크기는 변이체의 면적 백분율을 나타냅니다. 
Peak Explorer로 표시된 비교 내용은 그림 4 
결론에 따릅니다.

응집체 분석
그림 6은 Innovator와 바이오시밀러의 응집체 
프로파일을 나타내며, 20분만에 응집체가 
높은 분리능으로 분리된 것을 보여줍니다. 
Innovator와 바이오시밀러의 6회 반복 분석 
오버레이가 우수한 재현성을 보여줍니다. 
주 피크와 변이체에 대한 RT 및 면적 RSD는 
각각 0.1 및 2% 이내입니다. 
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그림 5. Peak Explorer에 표시된 데이터를 보여주는 스냅샷. X축은 머무름 시간이고 Y축은 로드된 데이터 세트의 
주입 번호입니다. 각 버블은 각 변이체와 주 피크를 나타냅니다. 버블 크기는 피크 면적 백분율을 나타냅니다.
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그림 6. Agilent AdvancedBio SEC, 7.8 × 300mm, 2.7µm 컬럼을 사용하여 Agilent 1260 Infinity Bio-inert quaternary LC에서 Rituximab의 Innovator 및 바이오시밀러를 6회 
반복 측정한 결과를 보여주는 오버레이. 표는 HMWS, 모노머 및 LMWS에 대한 머무름 시간 및 면적의 정밀도(n = 6)를 보여줍니다.
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일중(n = 6) 일간(n = 6)

%RSD 
RT

RSD% 
면적

%RSD 
RT

RSD% 
면적

HMWS 0.05 0.35 0.05 0.56

모노머 피크 0.02 0.91 0.04 0.86

LMWS 0.03 1.12 0.06 1.77

바이오시밀러 1

일중(n = 6) 일간(n = 6)

%RSD 
RT

RSD% 
면적

%RSD 
RT

RSD% 
면적

HMWS 0.04 0.72 0.08 1.29

모노머 피크 0.00 0.68 0.02 0.62

LMWS 0.04 1.75 0.04 2.25

바이오시밀러 2

일중(n = 6) 일간(n = 6)

%RSD 
RT

RSD% 
면적

%RSD 
RT

RSD% 
면적

HMWS 0.04 0.66 0.04 0.63

모노머 피크 0.01 0.51 0.01 0.61

LMWS 0.02 2.11 0.05 2.29
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그림 7은 Innovator와 바이오시밀러를 
비교하기 위한 크로마토그램 오버레이를 
보여줍니다. 8.4분에 있는 피크는 모노머로 
분류되며 주 피크의 좌우에 있는 피크는 각각 
HMWS와 LMWS로 분류됩니다. 그림과 

같이 LMWS는 시료 전체에서 유사하지만
(0.08, 0.08 및 0.11%) HMWS는 서로 
다른 프로파일을 나타냅니다. Innovator와 
바이오시밀러 2의 차이는 바이오시밀러 1
보다 더 두드러집니다.

그림 8은 시료 내 HMWS, LMWS 및 모노머 
분포를 보여줍니다. 세 시료 모두에서 모노머 
피크는 98 ~ 99%인 것으로 밝혀졌습니다. 
두 바이오시밀러에서 약간 더 높은 수준의 
HMWS가 관찰되었습니다(0.93 ±0.01%, 
0.94 ±0.01%). 
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바이오시밀러 2는 또한 Innovator(0.08%) 
및 바이오시밀러 1(0.08%)에 비해 더 높은 
수준의 LMWS(0.11%)를 나타냈습니다. 
그러나 모든 차이가 미미한 수준입니다. 

그림 9는 DLS 검출 기능이 있는 bio-MDS 
시스템으로 얻은 결과를 보여줍니다. mAb 
모노머의 수력학적 반경(Rh)과 함께 절대 
평균 분자량을 결과로부터 직접 판독할 수 

그림 9. Innovator와 바이오시밀러 사이의 DLS 분석에서 얻은 평균 분자량과 Rh 비교

Innovator 바이오시밀러 1

바이오시밀러 2

Innovator 바이오시밀러 1 바이오시밀러 2

평균 분자량(Da) 147,560 147,455 147,873

%RSD 평균 분자량 0.21 0.24 0.02

Rh(nm) 5.74 5.57 5.35

%RSD Rh 5.20 6.10 3.60

있습니다. DLS 분석의 재현성이 우수하고 
분자량 및 Rh 값이 정확하게 측정된 결과를 
얻었습니다.
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결론
이 응용 자료는 Rituximab Innovator와  
두 개의 바이오시밀러를 분석하기 위한 
전하 변이체 분석과 응집체 분석의 두 
가지 분석 워크플로를 보여줍니다. 두 
워크플로 모두에서 RT와 면적이 우수한 
재현성을 보였습니다. 전하 변이체 
분석에서 바이오시밀러 2 시료는 라이신 
절단 변이체로 여겨지는 염기성 변이체의 
비율이 높은 뚜렷한 차이를 나타냈습니다. 
응집체 분석에서 바이오시밀러 2는 
Innovator와 비교해 약간 다른 HMWS 
프로파일을 나타냈습니다. 약물 시료의 
전하 변이체와 응집체 특성의 관점에서 
바이오시밀러 1이 Innovator와 더 많은 
유사성을 보여주었습니다. 이러한 결과는 
또한 Rituximab 특성 분석에 관한 공개 
데이터와도 일치합니다.5 이는 애질런트 
전하 변이체 및 응집 분석 워크플로가 
바이오시밀러 비교 연구에 신뢰성을 제공할 
수 있음을 나타냅니다. Agilent Openlab 
CDS 소프트웨어는 배치 모드에서 데이터 
검토를 간소화하여 분석 효율을 높이도록 
Peak Explorer와 같은 기능을 제공합니다. 
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