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Méthode améliorée pour le profilage
et la quantification des acides
sialiques en biothérapie

Résumé

Cette note d'application décrit comment utiliser le kit de profilage et de quantification
de l'acide sialique Agilent AdvanceBio (réf. GS24-SAP) pour déterminer le profil et
mesurer la quantité absolue d'acides sialiques présents dans les glycoprotéines
biothérapeutiques ainsi que dans I'anticorps monoclonal NISTmADb. Ce kit utilise un
nouveau flux de travail amélioré a haut débit pour la préparation, la séparation et la
détection des acides sialiques marqués au 1,2-diamino-4,5-méthylenedioxybenzene
(DMB). Le blocage des acides sialiques au niveau de I'extrémité non réductrice des
N-glycanes ou des O-glycanes peut jouer un role clé dans la médiation de l'efficacité
des glycoprotéines biothérapeutiques.’

Le présent flux de travail décrit le kit de profilage et de quantification des acides
sialiques AdvanceBio qui permet la libération de I'acide sialique terminal par
hydrolyse acide, suivie d'un marquage au DMB et d'une analyse qualitative et
quantitative. Les acides sialiques issus d'échantillons et les étalons marqués au
DMB sont séparés par chromatographie en phase liquide (LC) de phase inversée
et quantifiés par détection de fluorescence (FLD), puis leur structure est confirmée
par spectrométrie de masse (MS).



Introduction

LLa composition des glycanes présents
sur les glycoprotéines biothérapeutiques
peut affecter leur immunogénicité,

leur pharmacocinétique et leur
pharmacodynamique.? Les glycanes
sont des glucides composés de
monosaccharides ayant différentes
structures d'oligosaccharides possibles
en fonction de leur composition et de la
position des liaisons. Selon la molécule
et 'application, I'acide sialique terminal
peut réduire le taux de clairance, la
cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC)

ou peut s'avérer anti-inflammatoire 35
Deux formes couramment retrouvées
dans les agents biothérapeutiques sont
I'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac)
et 'acide N-glycolylneuraminique
(Neu5Gc). Le Neub5Ac est habituellement
I'espece chimique prédominante, car

le Neu5Gc n'est pas synthétisé par
I'hnomme et sa présence dans les
produits biothérapeutiques peut s'avérer
immunogene. Il est donc primordial de
surveiller la quantité absolue d'acide
sialique ainsi que la concentration de ses
différents types dans les glycoprotéines
thérapeutiques.

Il est présenté ici un nouveau flux

de travail a haut débit utilisant des
plagues a 96 puits pour la libération, le
marquage et l'analyse d'acides sialiques
de glycoprotéines thérapeutiques en
utilisant comme exemples le rituximab,
I'étanercept, le NISTmAD et le cétuximab.
Les résidus d'acides sialiques sont
libérés puis marqués au 1,2-diamino-
4,5-méthylenedioxybenzéne (DMB)

par une procédure a deux étapes. Les
acides sialiques marqués au DMB sont
ensuite séparés et analysés par une
meéthode rapide de 10 minutes basée sur
la chromatographie liquide ultra haute
performance (UHPLC) en phase inverse
avec détection FLD pour la quantification
et détection MS facultative pour 'analyse
massique. Le flux de travail offre a la fois

une caractérisation qualitative du Neu5Ac,

du Neu5Gc et d'autres espéces d'acides
sialiques a I'aide d'un panel de référence

d'acides sialiques (SARP), ainsi que

leur quantification absolue a un niveau
de sensibilité de l'ordre de la picomole

en utilisant les étalons quantitatifs

de NeuSAc et de Neu5Gc inclus. Le

flux de travail permet la préparation
d'échantillons a haut débit de maniére
fiable et reproductible pour le profilage et
la quantification des acides sialiques. Ce
kit offre une large gamme de détection et
une sensibilité accrue pour les molécules
a faible degré de sialylation.

Méthode expérimentale

Préparation des échantillons

Les échantillons ont été préparés sur des
plaques a 96 puits. Les acides sialiques
numéro de lot M190170), de I'étanercept
(Enbrel, numéro de lot M190088),du
NISTmADb (numéro de lot 14HB-D-002)

et de l'erbitux (cétuximab, numéro de lot
MI60886) par une réaction d’hydrolyse
acide. La méthode élimine la nécessité
d'une étape de séchage, ce qui diminue le
temps de préparation des échantillons de
T a2 heures. La quantité d'échantillon est
typiguement de 200 pg de glycoprotéines
a faible degré de sialylation et de 5 g pour
les glycoprotéines fortement sialylées.
Des dilutions en série des étalons de
référence des acides sialiques Neu5Ac

et Neu5Gc ont été utilisées pour préparer
une courbe d'‘étalonnage et établir la limite
de quantification (LOQ) ainsi que la limite
de détection (LOD) du test. Les acides
sialiques libérés, SARP et les étalons ont
ensuite été marqués au DMB en suivant le
flux de travail illustré dans la figure 1, les
étapes de libération et de marquage étant
réalisées dans un thermocycleur.

Analyse LC/FLD/MS des acides
sialiques marqués au DMB

Les acides sialiques marqués au DMB de
rituxan, d'enbrel, de NISTmAD et d'erbitux
ont été analysés par une séparation en
phase inverse (RP) sur un systeme de LC
Agilent 1290 Infinity Il avec détection de
fluorescence (FLD) pour la quantification.
Toutes les séparations par RP-UHPLC
ont été réalisées dans les conditions

décrites dans le tableau 1. Une analyse
en ligne supplémentaire sur spectrometre
de masse LC/Q-TOF Agilent AdvanceBio
6545XT (tableau 2) a également été
réalisée afin de confirmer l'ordre d'élution
des espéces d'acides sialiques marquées
au DMB présentes dans le SARP.

Un diviseur de débit fixe a été utilisé apres
la FLD pour dériver environ 50 % du flux
vers les déchets et les 50 % restants vers
le MS. Les données ont été analysées

a l'aide des logiciels Agilent OpenlLab
CDS 2.3 et MassHunter Qualitative
Analysis 10.0 Le Neu5Gc et le Neu5Ac
ont été quantifiés a I'aide des courbes
d'étalonnage.

Matériaux

Lacétonitrile (grade LC/MS, Honeywell
Burdick & Jackson) a été acheté aupres de
VWR. Le méthanol (grade Optima LC/MS)
a été acheté aupres de Fisher Scientific.
De 'eau nanopure générée en interne a été
utilisée pour toutes les expériences.

Instruments

Les échantillons d'acides sialiques
marqués au DMB ont été séparés sur
une colonne Agilent InfinityLab Poroshell
120 EC-C18 (2,1 x 75 mm, 2,7 um ; réf.
697775-902) par la méthode décrite
dans le tableau 1, sur un systeme Agilent
LC/MS composé de :

Pompe a haut débit Agilent 1290
Infinity Il (G7120A)
Multi-échantillonneur

Agilent Infinity (G7167B)
Thermostat multicolonne
Agilent 1290 Infinity Il (G7116B)
Détecteur a fluorescence Agilent
1260 Infinity (G1321B)

LC/Q-TOF Agilent 6545XT
AdvanceBio (parametres spécifiés
dans le tableau 2)

Logiciels
Agilent OpenlLab CDS 2.3

Agilent MassHunter Qualitative
Analysis 10.0



20 pL de glycoprotéines
ou d’étalon d'acide sialique,

10 pL de réactif de libération

Libération des acides
sialiques 2 heures a 80 °C
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Figure 1. Méthode de libération des acides sialiques et de marquage au DMB. (A) Principe. (B) Mécanisme de marquage au DMB de l'acide sialique Neu5Gc.

Tableau 2. Parametres du systéme LC/Q-TOF

Tableau 1. Condition d'UHPLC en phase inverse Agilent AdvanceBio 6545XT.

Parameétre Valeur LC/Q-TOF Agilent AdvanceBio 6545XT
Instrument LC Agilent 1290 Infinity Il Source Dual AJS ESI
SellEiig Agilent InfinityLab PoroShell 120EC-C18, Température du gaz 350°C

2,1 x 75 mm, 2,7 pm (réf. 697775-902) — - -
Débit du gaz de séchage 11 L/min
Température
P 30°C Nébuliseur 15 psi
de colonne
Eheee falie A) méthanol:acétonitrile:eau (4:8:88) Temp.erature dugaz 400 °C
B) acétonitrile de gainage
Temps Débit Débit du gaz de gainage 12 L/min
(min) % A % B (mL/min) ) Vcap 1400V
0,00 100 0 0,4 Elution
Programme de 6,00 100 0 0,4 isocratique Tension de la buse 1800V
gradient 6,25 20 80 04
7.30 20 80 04 Lavage Fragmenteur 120V
7,50 100 0 04 Stabilisation Cone d'échantillonnage 65V
10,00 100 0 0,4 .
Gamme de masse (MS) m/z 400 a 1 000
Volume d'injection 10 uL
. Gamme de masse N
Détection Agilent 1260 Infinity Il FLD A, 373 nm, A, 448 nm (MS/MS) m/z 100 a 550
Mode d’acquisition Haute résolution (4 GHz)




Résultats et discussion x102

181 A Fluorescence a. Neu5Gc
Analyse LC/FLD/MS des acides 1,61 a > ,'jg:‘g";;cz
sialiques marqués au DMB 1,41 d. Neu5Gc9AC
Analyse RP-UHPLC des résultats de SARP 121 o oncs
marqués au DMB pour la séparation & 104 g. Neu5,7(8),9Ac3
et la détection de sept dérives d'acides 2 08
[a 4

sialiques : Neu5Gc, Neu5Ac, Neu5,7Ac2,
Neu5Gc,9Ac, Neu5,8Ac2, Neub,9Ac? et
Neu5,7(8),9Ac3. Bien que des différences
de temps de rétention soient observées
avec différentes colonnes et conditions
de laboratoire ainsi que différents débits x105
et solvants, l'ordre d’élution des acides 40, B Unchromatogramme dions extraits (EIC)
sialiqgues marqués au DMB reste le

0,61
0,41
021

04

a. m/z 442,1456

3,54 b. m/z 426,1507
méme. Le panel de référence est utilisé c. m/z 468,1613
pour évaluer la résolution et I'exactitude 301 g ,’;’Z jggqgfg
du systéme de chromatographie au % 251 . m/z 468,1613
début de la séquence d'échantillons. g 201 9.-m/z510,1718
Un chromatogramme FLD type de 1,54
SARP marqué au DMB est montré sur 1,01
la figure 2A. Lidentification des dérivés 051
d’acides sialiques marqués au DMB a été ol
confirmée par spectrométrie de masse T ] 5 7 25 Z a5 ; " : 55
(ﬂgure ZB)' Temps d’acquisition (min)
Analyse de la teneur des agents Figure 2. Chromatogramme UHPLC de SARP marqué au DMB. (A) Fluorescence ; (B) Chromatogramme
biothérapeutiques et de NISTmAb d'ions extraits d'especes d'acide sialique marquées au DMB, [M+H]".
en acides sialiques
Les acides sialiques marqués au DMB «102 A Rituxan
identifiés en appliquant le flux de travail iy Neu5Ac -
au rituxan, a l'enbrel, au NISTmADb, et a B
l'erbitux sont présentés sur la figure 3. 04 NeusGe =
Le rlt.uxan (f|ggre QA) et l'enbrel (figure 3B) ior B Enbrel
contiennent principalement du Neu5Ac 14 Neu5Ac
alors que le NISTmAD (figure 3C) et l'erbitux &=
(figure 3D) contiennent essentiellement 3
du Neu5Gc. Les spectres massiques des 2 01
principaux pics d‘échantillons marqués o x102 C NISTmAb
au DMB d'embrel et d'erbitux confirment 3 1‘ Neu5Ge
qu'il s'agit bien de Neu5Ac et Neu5Gc, 5 ‘m/q/L
respectivement (figure 4). 0-
x1012 D Erbitux Neu5Gc
Neu5Ac /L
04
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Figure 3. Profils de fluorescence UHPLC d'acides sialiques marqués au DMB de différentes glycoprotéines
(A) Rituxan ; (B) Enbrel ; (C) NISTmAD et (D) Erbitux.



Analyse quantitative de la teneur

en acides sialiques

Une courbe d'étalonnage quantitative

a été générée a partir de la séparation
chromatographique et la réponse de
fluorescence des étalons de Neu5Ac et
Neu5Gc marqués au DMB (figure 5). La
LOD et la LOQ ont été calculées a partir
du bruit mesuré avec Openlab CDS 2.3
en calculant le bruit P2P. Les quantités
molaires détectables de Neu5Gc et

de Neu5Ac pour le rituxan, I'enbrel, le
NISTmAD et I'erbitux ont été mesurées
en intégrant les surfaces de pic et sont
indiguées dans le tableau 3. Les résultats
de quantification des acides sialiques
totaux sont cohérents avec ceux
obtenus avec le kit de quantification
des acides sialiques totaux AdvanceBio
(réf. GS48-SAQ) (tableau 4). Le kit
présente également des performances
ameéliorées par rapport a un flux de
travail de marquage DMB plus ancien
(réf. GKK-407) (tableau 5) en permettant
de réduire la dilution de I'échantillon
avant I'analyse et donc d'augmenter la
concentration de glycoprotéines par
puits d’échantillon, ce qui augmente

le signal de fluorescence des acides
sialiques marqués au DMB.
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Figure 4. Spectre de masse d'acide sialique marqué au DMB (A) Neu5Ac d'Enbrel et (B) Neu5Gc d’Erbitux.
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Neu5Ac 0,016 0,053
Neu5Gc 0,012 0,040

Figure 5. Courbes d'étalonnage de Neu5Ac et Neu5Gc, n = 2. Le tableau montre la LOD et la LOQ pour
le Neu5Ac et le Neu5Gc.




Tableau 3. Le tableau indique la valeur moyenne (en pmol/ug) de Neu5Ac
et de Neu5Gc pour chaque glycoprotéine, n = 3. ND = non détecté.

Concentration Masse Neu5Ac Neu5Gc
(mg/ml) | d'échantillon (pg) | (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 0,12 109 % 3,72 71 %

Tableau 4. Acides sialiques totaux (Neu5Ac

et Neu5Gc) mesurés avec le kit de profilage et
de quantification des acides sialiques Agilent
AdvanceBio (réf. GS24-SAP), comparativement
aux valeurs obtenues avec le kit de profilage et
de quantification des acides sialiques Agilent
AdvanceBio (réf. GS48-SAQ), n = 3.

Tableau 5. Quantification de Neu5Ac et Neu5Gce (pmol/ug) a l'aide du kit
de profilage et de quantification des acides sialiques Agilent AdvanceBio
(réf. GS24-SAP) comparativement aux valeurs obtenues avec le kit de
marquage des acides sialiques au DMB Signal (réf. GKK-407),

n =3.ND = non détecté.

Kit de profilage et | Kit de quantification Kit de profilage et
de quantification | des acides sialiques de quantification
des acides sialiques totaux Agilent des acides sialiques
AdvanceBio AdvanceBio GKK-407 AdvanceBio
pmol/ug % CV pmol/ug % Cv Glycoprotéine sﬁji'gje pmol/ug % CV pmol/ug % CV
Rituxan 0,62 417 % 0,47 5,04 %
Neu5Gc ND 0,02 1,76 %
Enbrel 220 1,65 % 210 12,34 % Rituxan
Neu5Ac 0,58 112 % 0,60 4,25 %
Erbitux 3,80 7,26 % 3,49 0,69 %
Enbrel Neu5Ac 226 3,57 % 223 292 %
Fétuine 226 4,45 % 232 739 %
Neu5Gc ND 3,68 1,02 %
Erbitux
Neu5Ac ND 0,12 4,46 %
Neu5Ge ND 4,78 4,90 %
Fétuine
Neu5Ac 201 1,47 % 222 4,44 %
Conclusion permet une préparation haut débit et 3. Li, Y. etal Sialylation on O-glycans

Le kit de profilage et de quantification
des acides sialiques AdvanceBio offre
une meilleure sensibilité pour les
protéines a faible degré de sialylation
telles que les anticorps monoclonaux qui
ont un seul site de N-glycosylation dans
la région Fc. Le nouveau flux de travail
de marquage au DMB élimine |'étape de
séchage des échantillons, réduisant ainsi
le temps de préparation d'échantillons.

Ce flux de travail offre une méthode
permettant de mesurer les quantités
absolues et relatives de Neu5Ac et
Neu5Gc présents dans les agents
biothérapeutiques. La préparation des
échantillons sur des plagues a 96 puits

www.agilent.com/chem
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une haute reproductibilité. Les données
quantitatives sont comparables a de
précédents flux de travail de marquage au
DMB (GKK-407) et aux résultats obtenus
avec le kit de quantification des acides
sialiques totaux AdvanceBio (GS48-SAQ).
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