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Flujo de trabajo mejorado para
la determinacion de perfiles y la
cuantificacion de acidos sialicos
en productos bioterapeuticos

Resumen

Esta nota de aplicacion describe el uso del kit Agilent AdvanceBio (ref. GS24-SAP) de
determinacién de perfiles y cuantificacion de acidos sidlicos para elaborar perfiles

y llevar a cabo una cuantificacién absoluta de los dcidos sidlicos presentes en
glicoproteinas bioterapéuticas y anticuerpos monoclonales del NIST (NISTmAD).
Este kit utiliza un nuevo y mejorado flujo de trabajo de alta productividad para la
preparacion, separacion y deteccion de acidos sialicos marcados con 1,2-diamino-
4,5-metilendioxibenceno (DMB). La desactivacion de los dcidos sidlicos en el
extremo no reductor de los N- u O-glicanos desempefia un papel crucial en la
eficacia de las glicoproteinas bioterapéuticas’.

El flujo de trabajo aqui descrito aborda el uso del kit AdvanceBio de determinacion
de perfiles y cuantificacién de acidos sidlicos para la liberacién de acido sidlico
terminal mediante hidrdlisis acida, seguida por el marcado con DMB'y por analisis
cualitativos y cuantitativos. Los acidos sialicos marcados con DMB procedentes
de muestras y patrones se separan mediante cromatografia de liquidos (LC)

en fase inversa, se cuantifican mediante deteccion de fluorescencia (FLD)

y su estructura se confirma por espectrometria de masas (MS).



Introduccion

La composicion de los glicanos presentes
en las glicoproteinas bioterapéuticas
puede afectar a la inmunogenicidad, la
farmacocinética y la farmacodinamica?.
Los glicanos son carbohidratos formados
por monosacaridos dispuestos en
muchas posibles estructuras diferentes
de oligosacaridos dependiendo de

la composicion y la posicion de los
enlaces. En funcion de la molécula y de

la aplicacion, el &cido sidlico terminal
puede hacer disminuir la tasa de
aclaramiento, reducir la citotoxicidad
celular asociada a los anticuerpos (ADCC)
o producir efectos antiinflamatorios®®.
Dos formas habitualmente presentes

en los productos bioterapéuticos son el
acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) y el
acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc). El
Neu5Ac suele ser la forma predominante,
mientras que el Neu5Gc no se sintetiza
en humanos y su presencia en los
productos bioterapéuticos puede tener
un efecto inmunogénico. Por tanto, es
fundamental hacer un seguimiento de

la cantidad absoluta de acido sidlico y

de las concentraciones de las diferentes
formas de acido sidlico presentes en las
glicoproteinas terapéuticas.

En este documento se presenta un nuevo
flujo de trabajo de alta productividad
basado en un formato con placas de 96
pocillos para la liberacion, el marcado

y el andlisis de acidos sidlicos de
glicoproteinas terapéuticas, usando el
rituximab, el etanercept, los NISTmAb

y el cetuximab como ejemplos. Los
residuos de acidos sidlicos se liberany, a
continuacion, se marcan con 1,2-diamino-
4,5-metilendioxibenceno (DMB) en un
procedimiento de dos pasos. Después,
los acidos sialicos marcados con DMB se
separan y analizan mediante un método
rapido de 10 minutos de cromatografia
de liquidos de ultraalta presién (UHPLC)
en fase inversa con deteccion por FLD
para fines de cuantificacion y deteccion
opcional por MS para el analisis de
masas. El flujo de trabajo permite la
caracterizacion cualitativa de Neu5SAc,
Neu5Gc y otras formas de acidos sidlicos

mediante un panel de referencia de acidos
sidlicos (SARP), asi como la cuantificacion
absoluta con una sensibilidad del orden
de picomoles usando los patrones
cuantitativos de Neu5Ac y Neu5Gc que

se incluyen. El flujo de trabajo posibilita
una preparacion de muestras fiable,
reproducible y de alta productividad

para la determinacién de perfiles y la
cuantificacion de dcidos sialicos. Este kit
ofrece un amplio intervalo de deteccion y
una mayor sensibilidad para la deteccion
de moléculas con grados bajos de
sialilacion.

Experimento

Preparacién de muestras

Las muestras se prepararon usando

un formato de placas de 96 pocillos.

Los acidos sidlicos se liberaron a partir

de rituximab (Rituxan; nimero de lote
M190170), etanercept (Enbrel; nimero de
lote M190088), NISTmAb (nimero de lote
14HB-D-002) y cetuximab (Erbitux; nimero
de lote MI160886) mediante hidrélisis &cida.
El método evita tener que incluir un paso
de desecacion, lo que reduce la duracién
total de la preparacion de muestras entre
1y 2 horas. La cantidad de muestra

suele ser de 200 ug de glicoproteina

con un bajo grado de sialilaciony 5 pg

de glicoproteina con un alto grado de
sialilacion. Se emplearon diluciones en
serie de patrones de referencia de acidos
sidlicos (Neu5Ac y Neu5Gc) para elaborar
una curva de calibracion y determinar el
limite de cuantificacién (LOQ) y el limite

de deteccioén (LOD) del ensayo. Después,
los acidos sialicos liberados, el SARP y

los patrones se derivatizaron con DMB
conforme al flujo de trabajo que se muestra
en la Figura 1; los pasos de liberacion

y marcado se llevaron a cabo en un
termociclador.

Analisis por LC/FLD/MS de acidos
sialicos marcados con DMB

Los acidos sialicos marcados con

DMB y procedentes de Rituxan, Enbrel,
NISTmADb y Erbitux se analizaron mediante
cromatografia en fase inversa (RP) con

un sistema de LC Agilent 1290 Infinity Il

y deteccion de fluorescencia (FLD) para

la cuantificacion. Todas las separaciones
por RP-UHPLC se llevaron a cabo en

las condiciones descritas en la Tabla 1.
Asimismo, se llevd a cabo un analisis
adicional en linea usando un sistema de
LC/MS Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio
(Tabla 2) para confirmar el orden de elucién
de las formas de &cido sialico marcadas
con DMB presentes en el SARP. Se situo

un divisor de flujo fijo después del detector
FLD, que desvio aproximadamente un

50 % del flujo al contenedor de residuos

y un 50 % hacia el instrumento MS. Los
datos se analizaron con el software Agilent
OpenLab CDS 2.3 y MassHunter Qualitative
Analysis 10.0. La cuantificacion de Neu5Gc
y Neu5Ac se hizo mediante las curvas de
calibracion.

Materiales

El acetonitrilo (Honeywell Burdick &
Jackson; calidad para LC/MS) se adquirio
a VWR. El metanol (Optima; calidad para
LC/MS) se adquirio a Fisher Scientific.
Para todos los experimentos se utilizd
agua Nanopure producida en las propias
instalaciones.

Instrumentos

Las muestras de acidos sidlicos marcados
con DMB se separaron usando una
columna Agilent InfinityLab Poroshell 120
EC-C18 (2,1 x 75 mm, 2,7 um; ref. 697775-
902) mediante el método cuyos detalles se
especifican en la Tabla 1, utilizando para
ello una configuracién de LC/MS de Agilent
con los instrumentos siguientes:

Bomba de alta velocidad Agilent 1290
Infinity 11 (G7120A)

Muestreador multiple Agilent Infinity
(G7167B)

Termostato multicolumna Agilent
1290 Infinity Il (G7116B)

+  Detector de fluorescencia Agilent 1260
Infinity (G1321B)

Sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT
AdvanceBio (pardmetros en la Tabla 2)

Software
+  Agilent OpenLab CDS 2.3

Agilent MassHunter Qualitative
Analysis 10.0
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Figura 1. Flujo de trabajo de liberacion de &cidos sidlicos y marcado con DMB. A) Descripcion general. B) Mecanismo del marcado con DMB del &cido sidlico Neu5Gc.

Tabla 2. Pardmetros del sistema de LC/Q-TOF

Tabla 1. Condiciones de la UHPLC en fase inversa. Agilent 6545XT AdvanceBio.

Parametro Valor Sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio
Instrumento Sistema de LC Agilent 1290 Infinity II Fuente ESI AJS dual
ReANEEE Agilent InfinityLab PoroShell 120 EC-C18, Temperatura del gas 350 °C

2,1 x 75 mm, 2,7 ym (ref. 697775-902) N N
Flujo de gas de secado 11 I/min
Temperatura de la
P 30°C Nebulizador 15 psi
columna
ol A) Metanol, acetonitrilo y agua (4:8:88) Temperatltfra del gas de 400 °C
B) Acetonitrilo focalizacion
Tiempo Flujo Flujo de gas de 12 /min
(min) % A % B (ml/min) focalizacion
0,00 100 0 04 Elucién
Programa de gradiente| 600 100 0 04 isocratica ez 1.400v
6,25 20 80 0,4 Tension en la boquilla 1.800 V
7,30 20 80 04 Lavado
7,50 100 0 04 Estabilizacién Fragmentador 120V
10,00 100 0 04 Skimmer 65V
Volumen de inyeccion | 10 ul Rango de masas (MS) m/z = 400-1.000
Deteccion FLD Agilent 1260 Infinity II; A, = 373 nm; A =448 nm Rango de masas
m/z =100-550
(MS/MS)
Modo de adquisicion Alta resolucion (4 GHz)




Resultados y comentarios

Anadlisis por LC/FLD/MS de acidos
sialicos marcados con DMB

El andlisis por RP-UHPLC del SARP
marcado con DMB dio lugar a la
separacion y la deteccion de siete
derivados de acidos sialicos: Neu5Gc,
NeuSAc, Neu5,7Ac2, Neu5Ge,9Ac,

Neu5,8Ac2, Neu5,9Ac2 y Neu5,7(8),9Ac3.

Aunque pudieran observarse diferencias
en los tiempos de retencion con
diferentes columnas, flujos, disolventes
o condiciones del laboratorio, el orden
de elucion de los acidos sialicos
derivatizados con DMB no varié. El panel
de referencia se utilizé para evaluar la
resolucion y la exactitud del sistema
cromatografico al inicio de la secuencia
de muestras. En la Figura 2A se muestra
un cromatograma tipico de un SARP
marcado con DMB detectado mediante
FLD. La identificacion de los derivados
de 4cidos sidlicos marcados con DMB
se confirmdé mediante espectrometria de
masas (Figura 2B).

Analisis del contenido de acidos
sidlicos en productos bioterapéuticos
y NISTmAb

Los acidos sialicos marcados con DMB
e identificados mediante la aplicacion
del flujo de trabajo a Rituxan, Enbrel,
NISTmAb y Erbitux se muestran en la
Figura 3. Tanto el Rituxan (Figura 3A)
como el Enbrel (Figura 3B) contienen
principalmente Neu5Ac, mientras que
los NISTmADb (Figura 3C) vy el Erbitux
(Figura 3D) contienen principalmente
Neu5Gc. Los espectros de masas de
los picos principales de las muestras
de Enbrel y Erbitux marcadas con DMB
confirmaron la identificacion como
NeuSAc y Neu5Gc, respectivamente
(Figura 4).
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Figura 2. Cromatograma de UHPLC de un SARP marcado con DMB. A) Fluorescencia. B) Cromatograma de
iones extraidos de formas de acido sidlico marcadas con DMB, [M+H]".
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Figura 3. Perfiles de fluorescencia por UHPLC de &cidos sidlicos marcados con DMB procedentes de
diferentes glicoproteinas: (A) Rituxan; (B) Enbrel; (C) NISTmADb; y (D) Erbitux.



Andlisis cuantitativo del contenido de
acidos sialicos

A partir de la separacion cromatografica
y la respuesta de fluorescencia de

los patrones de Neu5SAc y Neu5Gc
marcados con DMB, se generd una curva
de calibracién para la cuantificacion
(Figura 5). EI' LOD y el LOQ se calcularon
a partir del ruido, determinado mediante
la funcion de calculo de ruido P2P

de OpenLab CDS 2.3. Las cantidades
detectables en moles de Neu5Gc y
NeubAc procedentes de Rituxan, Enbrel,
NISTmADb y Erbitux se determinaron a
partir de las dreas de pico integradas 'y
se indican en la Tabla 3. Los resultados
de cuantificacion de acido sidlico total
son coherentes con los obtenidos con

el kit AdvanceBio (ref. GS48-SAQ) de
cuantificacion de acido sidlico total
(Tabla 4). El kit también ofrece mayor
rendimiento en comparacion con un
flujo de trabajo de marcado con DMB
mas antiguo (ref. GKK-407) (Tabla 5), ya
gue permite una concentracién mayor
de glicoproteina por pocillo de muestra
y reduce la dilucién de las muestras
antes del analisis; todo ello consigue
incrementar la sefial de fluorescencia de
los acidos sialicos marcados con DMB.
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Figura 4. Espectro de masas de acidos sialicos marcados con DMB: (A) Neu5Ac, a partir de Enbrel; y (B)

Neu5Gc

900
800
700
600
500
400
300
200
100

Area de pico

, a partir de Erbitux.

Neu5Ac y=0,3786x R2=0,9998

® NeuSGe y=03244x R?=0,9999
)
e
-u'v'..-
0 1.000 2.000

Cantidad de patrén (pmol)

Acido sialico | LOD (pmol) | LOQ (pmol)
Neu5Ac 0,016 0,053
Neu5Gc 0,012 0,040
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Tabla 3. La concentracion media (pmol/ug) de Neu5Ac y Neu5Gce para cada

glicoproteina se muestra en la tabla (n = 3). ND = no detectado.

Concentracién| Masa de Neu5Ac Neu5Gc
(mg/ml) muestra (ug) | (pmol/pg)| % CV | (pmol/pg) | % CV
Rituxan 10 200 0,60 42 % 0,02 1,8 %
Enbrel 0,25 5 228 6,9 % ND
NISTmAb 10 200 ND - 0,36 1,8 %
Erbitux 2 40 0,12 10,9 % 3,72 71 %

Tabla 4. Acido sidlico total (Neu5Ac y Neu5Gc)

con el kit Agilent AdvanceBio (ref. GS24-SAP) de
determinacion de perfiles y cuantificacion de acidos
sidlicos en comparacién con los valores obtenidos
mediante el kit Agilent AdvanceBio (ref. GS48-SAQ)
de cuantificacion de acido sidlico total (n = 3).

Tabla 5. Cuantificacion de Neu5Ac y Neu5Gc (pmol/pg) mediante el
kit Agilent AdvanceBio (ref. GS24-SAP) de determinacion de perfiles
y cuantificacién de &cidos sidlicos en comparacion con los valores

obtenidos mediante el kit DMB Signal (ref. GKK-407) de marcado de

4cido sidlico (n = 3). ND = no detectado.

Kit Agilent
AdvanceBio de

determinacién
de perfiles y
cuantificacion de
acidos sialicos

Kit Agilent
AdvanceBio de
cuantificacion de
4acido sialico total

pmol/ug % CV pmol/ug % CV
Rituxan 0,62 417 % 0,47 5,04 %
Enbrel 220 1,65 % 210 12,34 %
Erbitux 3,80 7,26 % 3,49 0,69 %
Fetuina 226 4,45 % 232 739 %
Conclusion

El kit AdvanceBio de determinacién

de perfiles y cuantificacion de acidos
sidlicos ofrece mayor sensibilidad para la
deteccion de proteinas con un bajo grado
de sialilacion, como los anticuerpos
monoclonales con un Unico punto de
N-glicosilacién en la region de Fc. El
nuevo flujo de trabajo de marcado con
DMB elimina el paso de desecacion de
las muestras, lo que reduce el tiempo de
preparacion de muestras.

Este flujo de trabajo proporciona un
método para determinar las cantidades
absolutas y relativas de Neu5Ac y
Neu5Gc presentes en productos
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Kit Agilent AdvanceBio de
determinacion de perfiles
y cuantificacién de acidos
GKK-407 sialicos
Glicoproteina |Acido silico pmol/ug % CV pmol/ug % CV
Neu5Ge ND 0,02 1,76 %
Rituxan
NeubAc 0,58 1,12 % 0,60 4,25 %
Enbrel Neu5Ac 226 3,57 % 223 2,92 %
Neu5Ge ND 3,68 1,02 %
Erbitux
NeubAc ND 0,12 4,46 %
Neu5Gc ND 4,78 4,90 %
Fetuina
Neu5Ac 201 1,47 % 222 4,44 %
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