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DESCRIPCION
Ensayo de estabilidad de anticuerpos.
Informacion de los antecedentes

En los ultimos afos, el campo de la industria farmacéutica ha tenido mucho éxito con los productos basados en,
entre otros, enzimas, anticuerpos y citocinas tales como, por ejemplo la eritropoyetina, los interferones y los
activadores del plasmindégeno. La demanda mundial de agentes terapéuticos proteicos aumenta cada afio. Los
anticuerpos monoclonales terapéuticos (mAbs, anticuerpos monoclonales) son un grupo importante dentro de las
proteinas terapéuticas. Se conocen como monoclonales debido a que, a diferencia de los anticuerpos policlonales,
se secretan por células inmunolégicas (clones celulares) que derivan de una Unica célula formadora de anticuerpos.
Una caracteristica de los anticuerpos monoclonales es que cada uno de ellos esta dirigido Unicamente contra un
epitopo de una sustancia inmunogénica y, por tanto, Unicamente contra un determinante antigénico y, por
consiguiente, puede utilizarse especificamente en el tratamiento de enfermedades. Algunos ejemplos de proteinas
terapéuticas son los anticuerpos monoclonales Trastuzumab (nombre comercial: Herceptin), Daclizumab (nombre
comercial: Zenapax) y Rituximab (nombre comercial: MabThera) de Roche Diagnostics GmbH Company, que se han
utilizado satisfactoriamente en el tratamiento del cancer de mama (Trastuzumab), el rechazo de un érgano
(Daclizumab) y para tratar el linfoma no Hodgkin (Rituximab), entre otros.

Los anticuerpos monoclonales terapéuticos se obtienen mediante procesos biotecnolégicos complejos. Se pueden
formar productos de degradaciéon durante su produccion, formulacién y almacenamiento, lo que a menudo lleva a
procesos como las reacciones de oxidacion y desamidacion, asi como a escisiones proteoliticas (Yan, B., et al., J.
Chromatog. A 1164 (2007) 153-161). Las modificaciones de los productos biolégicos pueden dar como resultado un
cambio en la actividad y/o inmunogenicidad debido a los cambio estructurales en la molécula, incluso cuando estos
ocurren solo en pequefia medida.

Ademas de su accion, la calidad de un producto biofarmacéutico es de una importancia decisiva.
Consecuentemente, de manera adicional a la investigacion detallada de los modos de accién, es absolutamente
esencial determinar la identidad, pureza y actividad de un farmaco basado en proteinas, con tal de que se pueda
utilizar de forma segura como agente terapéutico.

Aunque los mAb pueden analizarse satisfactoriamente mediante varias técnicas de separacion y de ensayo, durante
mucho tiempo ha sido dificil la aplicacién y optimizacién de los métodos de RP-HPLC (RP-HPLC, cromatografia
liquida de alto rendimiento de fase reversa) para separar las especies de anticuerpos. No obstante, durante el curso
de un proceso de degradacion se presentan simultdneamente varias modificaciones del anticuerpo, lo que hace mas
dificil el analisis de las diversas bandas cromatograficas y electroforéticas. El analisis mediante los métodos de
separacion por cromatografia liquida acoplados a los espectrometros de masas de alta resolucion (LC/MS,
cromatografia liquida/espectrometria de masas) proporciona informacién sobre la masa exacta de varias especies y,
por consiguiente, facilita la identificacién de las variantes del anticuerpo (Dillon, T.M., et al., J. Chromatogr. A, 1053
(2004) 299-305).

La endoproteasa de cisteina IdeS (enzima S que degrada la inmunoglobulina) del patégeno humano Streptococcus
pyogenes, también conocida como Mac-1 o sib-38, es una proteasa de cisteina que escinde especificamente la
cadena pesada de anticuerpos del tipo de inmunoglobulina G (IgG). Hasta la fecha, la IgG es el Unico sustrato
conocido de la IdeS (Vincents, B., et al., Biochem. 43 (2004) 15540-15549). La IdeS consiste en 339 aminoacidos
que incluyen un péptido sefial de 29 aminoacidos (von Pawel-Rammingen, U., et al., EMBO J. 21 (2002) 1607-1615)
donde se forma un motivo RGD en los aminoacidos 214-216. La IdeS escinde la IgG humana (inmunoglobulina de
clase G) entre los aminoacidos 236 y 237 (Gly-Gly) que se encuentran en la secuencia de reconocimiento LLGGP.
La 1IgG2 humana se escinde entro los aminoacidos alanina y glicina en el motivo de reconocimiento PVAGP. Los
anticuerpos murinos de los tipos 1IgG2a e IgG3 también se escinden (Vincents, B., et al., Biochem. 43 (2004) 15540-
15549).

Hess, J.K., et al. (Hess, J.K,, et al., J. Microbiol. Meth. 70 (2007) 284-291) describen un método de espectrometria
de masas para la determinacién de la actividad enzimatica de IdeS con la ayuda de la espectrometria de masas
SELDI-TOF. En la patente US 2007/0237784 se describe un polipéptido que se aislé en S. pyogenes y que presenta
actividad proteasa de cisteina IgG. En la solicitud de patente europea EP 1 458 861 se describe un método para la
formacion de fragmentos Fc o Fab de anticuerpos. La proteasa IdeS del grupo A de los estreptococos se describe en
la patente WO 2006/131347.

Shantha Raju, T. y Scallon, B.J. describen en Biochem. Biophys. Res. Commun. 341 (2006) 797-803 que la
glicosilacion del dominio Fc de la IgG aumenta la resistencia frente a la escisién con papaina. Beck, A. et al. (J.
Chrom. B 819 (2005) 2303-218) describen la caracterizacion mediante la cromatografia liquida en combinacién con
la espectrometria de masas de anticuerpos monoclonales anti-receptor de IGF-1 producidos en las células CHO y
NSO. Loo, T., et al. (Prot. Expr. Purif. 24 (2002) 90-98) describen la utilizacion de la secrecion para solventar un
problema de solubilidad: la expresion de alto rendimiento en Escherichia coli y la purificacion de la glucoamidasa
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PNGasa F bacteriana.
Resumen de la invencién

La presente invencion describe un método para la deteccion de anticuerpos IgG y fragmentos de anticuerpo IgG o
formas modificadas de un anticuerpo IgG en una muestra, caracterizado de tal manera que incluye los siguientes
pasos:

a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo IgG y/o sus productos de escision,
b) incubar la muestra proporcionada segun a) con

i) la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG,

i) N-glucosidasa F,

iii) el agente reductor tricloroetilfosfato y acido formico

donde la incubacion en los pasos b)-i), b)-ii) y b)-iii) es secuencial,

c) analizar la muestra incubada segun b) mediante una cromatografia liquida acoplada a una espectrometria de
masas para detectar el anticuerpo intacto y para detectar fragmentos o formas modificadas del anticuerpo
contenidas en la solucién que se proporciona segun a).

En una realizacion del método la proteasa de cisteina IdeS deriva de Streptococcus pyogenes o Treponema
denticola. En una realizacién adicional la proteasa de cisteina especifica para IgG tiene la secuencia de aminoacidos
Id. de Sec. N°:1. Otra realizacion incluye la incubacidén con una proteasa de cisteina especifica para IgG en el
intervalo de pH de 5,5 a 8,5. En otra realizacién el intervalo de pH es de entre 7,0 y 8,0 y, en una realizacion
adicional, entre 7,5 y 8,0. Aun en otra realizaciéon adicional, la proporcién molar entre la proteasa de cisteina
especifica para IgG y el anticuerpo y/o los fragmentos de anticuerpo contenidos en la muestra es de entre 1:25 y
1:2500, preferiblemente entre 1:25y 1:100.

Otra realizacion se caracteriza porque la N-glucosidasa F deriva de Flavobacterium meningosepticum (EC 3.2.2.18,
EC 3.5.1.52). En ofra realizacion, se trata de la glucosidasa Endo H y se utiliza a un pH entre 6,0 y 6,5. En otra
realizacion, la glucosidasa tiene la secuencia de aminoacidos Id. de Sec. N°:2. Otra realizacién es en la que se
afade el agente reductor simultaneamente con el acido férmico y la incubacién se lleva a cabo en presencia de
ambos agentes. Una realizacion adicional es aquella en la que la incubacion con el agente de reduccion se lleva a
cabo a una temperatura de 60°C o mas. En una realizaciéon adicional, la espectrometria de masas es una
espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacidon por electropulverizacion (ESI-TOF). Aun en una
realizacién adicional, la cromatografia liquida es una cromatografia de interacciéon hidrofébica o una cromatografia
de interaccion -1 .En el caso de una cromatografia de interaccion hidrofébica, el ligando de la cromatografia en
otra realizacion es un ligando C8 o C18 unido a un material de cromatografia que tiene un tamafio de poro de 300
angstroms, o en el caso de la cromatografia de interaccion -1 el ligando de la cromatografia es un ligando difenilo.
En una realizacién adicional, se utiliza o bien una columna Jupiter C18 o una columna Zorbax 300SB C8 o bien una
columna Pursuit de difenilo para la cromatografia liquida. Se utiliza una columna Pursuit de difenilo en ofra
realizacién. En una realizacion adicional, la cromatografia liquida en el paso c) es una cromatografia de fase
reversa. Otro aspecto de la invencién es un método para la deteccién de formas modificadas de un anticuerpo en el
que el paso c) es el andlisis de la muestra incubada segun b) mediante una cromatografia de interaccién hidrofébica.

Ademas, la invencion incluye la utilizacion de la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG para la deteccion de
anticuerpos 1gG o fragmentos de anticuerpo IgG en una muestra, caracterizada de tal manera que la muestra se
incuba con la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG y, después de la incubacién con la N-glucosidasa F de
Flavobacterium meningosepticum, el agente reductor tricloroetilfosfato y el acido férmico, se analizan los fragmentos
obtenidos mediante una cromatografia liquida acoplada a una espectrometria de masas.

Un aspecto de la presente invencion también es un kit para la deteccion de anticuerpos o fragmentos de anticuerpo,
caracterizado de tal manera que el kit contiene

i) la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG procedente de S. pyogenes,
i) la endoglucosidasa N-glucosidasa F procedente de Flavobacterium meningosepticum, y
iii) tricloroetilfosfato y acido formico.

Descripcion detallada
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El presente estudio hace referencia al analisis de los productos de degradacion y las modificaciones de los
anticuerpos monoclonales terapéuticos, que se forman, por ejemplo, durante la produccién del anticuerpo, el
almacenamiento del anticuerpo, o por las condiciones de estrés durante la formulacién del anticuerpo.

Un "polipéptido" es un polimero formado por aminoacidos que se enlazan entre si mediante enlaces peptidicos.
Puede producirse enzimaticamente o sintéticamente. Los polipéptidos que contienen menos de 20 aminoacidos
también se conocen como "péptidos".

Una "proteina" es una macromolécula que contiene dos o mas polipéptidos o es un polipéptido compuesto por mas
de 100 aminoacidos. Una proteina también puede contener un componente no peptidico tal como, por ejemplo,
carbohidratos. Los carbohidratos y las otras modificaciones no peptidicas se afiaden en la célula que expresa la
proteina y, por consiguiente, dependen del tipo celular. En esta solicitud, las proteinas se definen por su secuencia
de aminoacidos. Las modificaciones como los carbohidratos no se describen explicitamente pero siempre pueden
estar presentes.

Los términos "anticuerpo" e "inmunoglobulina", que se utilizan como sinénimos en esta solicitud, describen una
molécula que contiene al menos dos cadenas polipeptidicas ligeras (LC) y dos cadenas polipeptidicas pesadas
(HC). Cada uno de los polipéptidos ligeros y pesados contiene una regioén variable (normalmente el extremo amino
terminal del polipéptido) que incluye el dominio de unién para unirse a un antigeno. Cada uno de los polipéptidos
ligeros y pesados contiene una region constante (normalmente el extremo carboxi terminal del polipéptido) que es
responsable, por ejemplo, de la union del anticuerpo a las células. Un polipéptido ligero o una cadena ligera (LC) se
compone habitualmente de un dominio variable V| y un dominio constante C,. Un polipéptido pesado o una cadena
pesada (HC) se compone habitualmente de un dominio variable Vy y una region constante que, a su vez, se
compone por los dominios Cu1, bisagra, Cn2, Cu3 y opcionalmente Cn4. Los anticuerpos pueden producirse de
numerosas formas como, por ejemplo, Fv, Fab, y F(ab),, asi como en forma de monocadenas (scFv) (por ejemplo,
Huston, J.S., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU 85 (1988) 5879-5883; Bird, R.E., et al., Science 242 (1988) 423-
426; y Hood, L. E., et al., Immunology, Benjamin N.Y., 22 edicién (1984) y Hunkapiller, T., y Hood, L., Nature 323
(1986) 15-16). Los anticuerpos (inmunoglobulinas, Ig) se dividen en varias clases con relacion a la secuencia de
aminoacidos de la regiéon constante de la cadena pesada del anticuerpo: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. Algunas de estas
clases se subdividen de forma adicional en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG en IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 o IgA
en IgA1 e IgA2. Las regiones constantes de las cadenas pesadas se denominan a(lgA), &(IgD), €(IgE), y(I1gG) y
H(IgM) con relacion a la clase a la que el anticuerpo pertenece.

Los expertos en la materia conocen los métodos cromatograficos generales, como por ejemplo, Chromatography, 52
edicion, Parte A: Fundamentals and Techniques, Heftmann, E. (ed.); Elsevier Science Publishing Company, Nueva
York, (1992); Advanced Chromatographic and Electromigracion methods in Biosciences, Deyl, Z. (ed.), Elsevier
Science BV, Amsterdam, Holanda, (1998); Chromatography Today, Poole, D.F., y Poole, S.K., Elsevier Science
Publishing Company, Nueva York, (1991); Scopes, Protein Purificaction: Principles and Practice (1982); Sambrook,
J., et al. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989; o Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F.M., et al. (eds.), John Wiley & Sons,
Inc., Nueva York.

Los anticuerpos son macromoléculas biolégicas que pueden estar sujetas a modificaciones y procesos de
degradacion. Pueden estar basados en procesos enzimaticos (cataliticos) o no enzimaticos (no cataliticos) (Perkins,
M., et al., Pharm. Res. 17 (2000) 1110-1117). A continuacidon se describen algunos ejemplo de reacciones de
degradacion no enzimaticas que ocurren habitualmente.

Oxidacion de aminoacidos

La oxidacion de anticuerpos corresponde a una modificacion covalente de los aminoacidos de las cadena pesada y
ligera que se induce mediante especies reactivas de oxigeno. Aunque, en principio, casi todos los aminoacidos
pueden oxidarse, las metioninas (M) y los triptéfanos (W) son los mas sensibles a la oxidaciéon. La oxidacion de
estos aminoacidos (ver figura 1) tiene un interés particular debido a que ocurre en muchas proteinas diferentes y, a
menudo, reduce o elimina su actividad bioldgica, induce la agregacion y promueve la protedlisis (Houde, D., et al., J.
Chromatogr. A 1123 (2006) 189-198). Una oxidacion simple de la metionina hacia sulféxido de metionina da como
resultado una diferencia de masa de Am = +16 Da para la especie oxidada. Los triptéfanos habitualmente se oxidan
dos veces, lo que resulta en una diferencia de masa de Am = +32 Da. En una reaccién adicional, la forma
doblemente oxidada del triptéfano habitualmente se reorganiza en la quinurenina, lo que resulta en una diferencia de
masa de Am = +4 Da.

Desamidacion de aminoacidos
La desamidacion de los aminoacidos en las moléculas de anticuerpo puede tener lugar en las asparaginas (N) y las
glutaminas (Q). No obstante, habitualmente se afecta la asparagina. Ademas, ciertas secuencias de aminoéacidos y

combinaciones de aminodacido, tales como asparagina y glicina (NG), asparagina y serina (NS) y asparaginas y
treonina (NT) son particularmente susceptibles. La desamidacion de la asparagina es la causa principal de la
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degradacion de moléculas biolégicas durante el almacenamiento. Inicialmente, las desamidaciones del anticuerpo
plegado e intacto sdlo tienen lugar lentamente bajo condiciones de estrés. Las desamidaciones se facilitan cuando
se destruye la estructura tridimensional del anticuerpo tras, por ejemplo, reducciones y escisiones enzimaticas, ya
que en estos casos los aminoacidos son mas accesibles para reaccionar con el medio circundante (figura 2). Las
asparaginas pueden formar amidas ciclicas (succinimidas) en forma de un producto intermedio que se hidroliza
espontaneamente en una mezcla de péptidos isoaspartilo y aspartilo, en una proporcién de aproximadamente 3:1
(Chelius, D., et al., Anal. Chem. 77 (2005) 6004-6011). Preferiblemente, esta reaccion tiene lugar a valores de pH
basicos. Como resultado de la desamidacion de asparagina en aspartato e isoaspartato aparece una diferencia de
masa de Am = + 1 Da para las especies desamidadas. En el caso de péptidos y proteinas que tienen un peso
molecular mayor a los 10 kDa, resulta imposible o muy dificultoso detectar directamente una diferencia de masa de
Am = + 1 utilizando los espectrometros de masa actuales. Ademas, tiene lugar un cambio en la distribucion de las
cargas, y para ser mas precisos, de la heterogeneidad de las cargas.

Formacioén de enlaces tioéter

La formacion de puentes de tioéter no reductibles es un fendmeno que se observa frecuentemente con los
anticuerpos monoclonales, especialmente con los de la subclase IgG1. Esto se basa en la pérdida de un atomo de
azufre en los puentes de disulfuro que enlazan conjuntamente las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo, o
que estabilizan intramolecularmente las cadenas ligeras y pesadas. Esta modificacion de un anticuerpo se ve
favorecida bajo condiciones de aumento del estrés y, en este caso, especificamente a valores de pH aumentados.
Se asume que tal reacciéon es una B-eliminacion (Cohen, S.L., et al.,, J. Am. Chem. Soc., 129 (2007) 6976-6977).
Dado que se pierde un atomo de azufre durante la formacién de un puente de tioéter, como resultado se obtiene una
diferencia de masa de Am = -32 Da para la especia de anticuerpo modificado no reducido. En contraste con esto, el
puente de disulfuro (S-S) se escinde en dos grupos SH durante la reduccion de un anticuerpo. Por esta razon, la
diferencia de masa de los componentes del anticuerpo reducido es de Am = -34 Da.

Formacién de fragmentos

Habitualmente, las reacciones de fragmentacion inducidas por el estrés se basan en escisiones hidroliticas de los
enlaces peptidicos de las cadenas polipeptidicas de las proteinas, por ejemplo, de las cadenas pesada y ligera de
un anticuerpo. En principio, la protedlisis y, por consiguiente, la hidrdlisis de los enlaces peptidicos puede tener lugar
entre todos los aminoacidos, especialmente si existe tension estérica o si hay cadenas laterales de otros
aminoacidos que favorecen la hidrdlisis.

Escisiones especificas de anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales son proteinas muy grandes vy, consecuentemente, son extremadamente
heterogéneos (microheterogeneidad) debido a las glicoestructuras de sus cadenas pesadas. Con tal de examinar los
anticuerpos para la formacion de productos de degradacion y modificaciones es conveniente escindirlos en
fragmentos mas pequefios antes del andlisis. Por consiguiente, la escision de los anticuerpos como parte de la
preparacion de una muestra es un método importante para llevar a cabo investigaciones analiticas. En la mayoria de
los casos, el anticuerpo simplemente se descompone en sus cadenas pesadas y ligeras mediante la reduccién de
los puentes de disulfuro. Ademas, no obstante existen otro métodos para la escisidon de un anticuerpo.

Escision de puentes de disulfuro

Todos los puentes de disulfuro presentes en una molécula IgG pueden escindirse mediante reduccién. Las cadenas
pesadas y ligeras libres de un anticuerpo se obtienen durante la reduccidon. La Tris-(2-carboxietil)-fosfina (TCEP) es
un agente reductor que se utiliza habitualmente debido a que se escinden completamente todos los enlaces disulfuro
de un anticuerpo en un corto periodo de tiempo y la reduccion tiene lugar dentro del rango de pH completo (véase,
por ejemplo Hau, J.C. y Hau, C.Y., Anal. Biochem. 220 (1994) 5-10). En una realizacion, el intervalo de pH es de
entre 1,5y 8,5. El Ditiotreitol (DTT) también se caracteriza por una escision rapida de los puentes de disulfuro. No
obstante, la reducciéon con DTT en un ambiente acidico tiene lugar de manera muy pobre. Generalmente, se
necesita un paso de desnaturalizaciéon para completar la disociacién de las cadenas pesadas y ligeras. Ademas, la
desnaturalizacidon hace que los grupos disulfuro sean mas accesibles. La desnaturalizacion puede llevarse a cabo,
por ejemplo, con la ayuda de guanidina/HCI o &cido férmico.

Escisiones enzimaticas

La papaina, una proteasa de cisteina, escinde los enlaces peptidicos de forma relativamente inespecifica después
de la arginina (R), la lisina (K), el acido glutamico (E), la histidina (H), la glicina (G) y la tirosina (Y). Si el periodo de
incubacién es suficientemente largo, la digestion con papaina da lugar a una hidrdlisis total. No obstante, los
anticuerpos pueden escindirse selectivamente en su regién bisagra mediante una protedlisis limitada (Lottspeich, F.,
y Engels, J.W., "Bioanalytik Spektrum Akademischer Verlag" Munich 22 edicion (2006) 201-214). La escision tiene
lugar en el lado N-terminal de los puentes de disulfuro que conectan las dos cadenas pesadas. Los puentes de
disulfuro se conservan en este proceso para obtener tres fragmentos (2 fragmentos Fab, 1 fragmento Fc) después
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de la digestién. Los dos fragmentos N-terminales se conocen como los fragmentos de unién al antigeno (Fab,
fragmento de unidén al antigeno), el fragmento C-terminal se conoce como el fragmento cristalino (Fc, fragmento de
cristalizacién). Cada fragmento Fab esta compuesto por una cadena ligera completa y la mitad aminoterminal de la
cadena pesada. El fragmento Fc se compone de las dos mitades carboxiterminales de las cadenas pesadas, que
aun estan unidas conjuntamente por el puente de disulfuro.

Digestion con IdeS

La IdeS (enzima que degrada la inmunoglobulina G de S. Pyogenes) es una proteasa de cisteina celular que puede
aislarse a partir de la bacteria patégena Streptococcus pyogenes. Esta enzima escinde la IgG humana con una alta
especificidad directamente antes de la secuencia de reconocimiento GPSVFLFP. Esta secuencia se localiza en la
region bisagra de la IgG en el lado C-terminal de los puentes disulfuro que unen dos cadenas pesadas (HC)
conjuntamente. La escision da como resultado los extremos C-terminales de las dos cadenas pesadas (2 fragmentos
HC-Fc) y un fragmento Fab", que se forma a partir de los brazos de los fragmentos Fab de las cadenas ligera y
pesada que estan unidas mediante puentes de disulfuro (figura 3) (von Pavel-Rammingen, U., et al., EMBO Journal
21 (2002) 1607-1615).

Si los fragmentos de IdeS del anticuerpo se reducen con DTT o TCEP tras la digestion, se obtienen las dos cadenas
ligeras del anticuerpo (2 LC) y los fragmentos N-terminales de las cadenas pesadas (2 HC Fab) en lugar del
fragmento Fab". Los extremos C-terminales de la cadena pesada (HC-Fc) no se afectan por la reduccion.

Deglicosilacion

La enzima N-glucosidasa F es lo que se conoce como endoglucosidasa y escinde completamente las estructuras de
azucares de las glucoproteinas, por ejemplo, de la cadena pesada de los anticuerpos, entre la cadena polipeptidica
y el residuo de N-acetilglucosamina proximal.

Con tal de simplificar los espectros de masas tan complejos que a veces se obtienen en el analisis de las mezclas
de varias proteinas o componentes peptidicos mediante la separacién previa de los componentes, se lleva a cabo la
espectrometria de masas en combinacién con los métodos de cromatografia liquida (LC/MS). Para este fin, se
utilizan sistemas de HPLC de alto rendimiento, entre otros, para separar las mezclas de las sustancias disueltas de
acuerdo con sus componentes antes del analisis espectrométrico de masas. Como resultado de la separacion
cromatografica de una mezcla de analitos, los componentes dejan la columna de separacién en momentos
diferentes y, de esta forma, se pueden analizar mediante la espectrometria de masas en el orden de su elucion.

Se obtiene un espectro de masa de cada pico del perfil de elucion mediante la conjuncién de la cromatografia con la
espectrometria de masas. La ventaja de esto es que no se obtiene un espectro total complejo de todos los
componentes de la soluciéon de analitos sino que, en un caso ideal, se obtiene el espectro homogéneo de un
componente separado.

El método del electropulverizacion (ESI) es un método de ionizacion utilizado frecuentemente para la conversion de
moléculas disueltas en iones gaseosos en la espectrometria de masas. Esto se consigue mediante la dispersion de
un liquido en un campo electrostatico (electropulverizacion). En este proceso se forman muchas gotitas pequefas
cargadas que contienen las moléculas analitas.

La formacion de iones altamente cargados es caracteristica del proceso ESI. Por lo tanto, en el espectro de masas
de una especie de proteina definida se observa una serie completa de sefiales idnicas, cada una de las cuales tiene
una diferencia de carga de Az = 1 (como norma, mediante la adicion de un protdon en el modo positivo o la
sustraccién de un proton en el modo negativo) de acuerdo con su peso molecular. Los espectros de las proteinas
muestran una distribucidon de cargas caracteristica con una forma aproximada de campana de los iones moleculares.
El maximo de la distribucion depende de los parametros del espectrometro de masas ESI, del pH del disolvente y del
estado de desnaturalizaciéon de la proteina. Tras la escisidon de los puentes de disulfuro, y como resultado de la
desnaturalizacion, las proteinas adoptan una estructura mas expandida en el espacio, de modo que la molécula
puede aceptar (o liberar) las cargas. Por tanto, el maximo de la distribuciéon de las cargas puede pasar a cargas
superiores (inferiores).

El numero de cargas n de un i6n molecular cargado de forma mudltiple y, por consiguiente, el peso molecular (M),
pueden calcularse a partir de las proporciones de m/z medidas (m) de cualquier par de iones moleculares
consecutivos (mz>m+) de una distribucion de cargas:

formula 1: M + nX
m=—-
n
M+ (n-1)X
férmula 2: my=—
(n-1)
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X en esta conexion es la masa del portador de la carga, es decir, X = 1 (en el modo positivo) para la adiciéon de un

proton y X = -1 (en el modo negativo) para la sustraccion de un protén. El valor de n puede calcularse mediante la

resolucion de la variable n y la igualacion de las férmulas 1y 2:

formula 3: = m; - X
Mz = My

El peso molecular del i6n molecular puede calcularse mediante la resolucion de M en la formula 2 y la utilizacion del
resultado calculado de n en la férmula 3:

formula 4: M = n{m - X)

Habitualmente, los espectros se analizan con la ayuda de programas informaticos que pueden utilizarse para
determinar el peso molecular de todas las sefiales o de sefiales individuales seleccionadas. Como resultado, se
obtienen las llamadas reconstrucciones, que muestran un espectro determinado recalculado para un intervalo de
peso molecular correspondiente (espectros simplificados). Ahora, el peso molecular puede leerse directamente a
partir de los picos calculados.

Se observé que, de modo sorprendente, los problemas que ahora ocurren con los métodos utilizados previamente
pueden prevenirse mediante la utilizacion de un método de acuerdo con la presente invencion. También se observo,
de manera sorprendente, que la utilizaciéon de la enzima IdeS es ventajosa en la realizacion de los analisis LC/MS de
anticuerpos.

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invencion es un método para la deteccidon de anticuerpos IgG y
fragmentos de anticuerpos IgG en una muestra, caracterizado de manera que incluye los siguientes pasos:

a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo IgG y/o sus productos de escision,
b) incubar la muestra proporcionada segun a) con

i) la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG,

ii) N-glucosidasa F,

iiil) el agente reductor tricloroetilfosfato y acido férmico

donde la incubacion en los pasos b)-i), b)-ii) y b)-iii) es secuencial,

c) analizar la muestra incubada segun b) mediante una cromatografia liquida acoplada a una espectrometria de
masas para detectar el anticuerpo intacto y para detectar fragmentos del anticuerpo contenidos en la solucién que se
proporciona segun a).

La muestra proporcionada puede ser, por ejemplo, una soluciéon que contiene el anticuerpo, tal como una solucion
reconstituida a partir de una formulacién de anticuerpo liofilizada. Las moléculas modificadas del anticuerpo se han
formado en esta solucién durante el almacenamiento y la liofilizacion. Estas modificaciones son, entre otras, la
oxidacion y la desamidacion de aminoacidos individuales, la formacion de enlaces tioéter y la formacion de
fragmentos de anticuerpo.

El método de acuerdo con la invencion incluye la incubacién de la muestra con diferentes agentes. Estos agentes se
utilizan para convertir las moléculas del anticuerpo y las moléculas de los fragmentos del anticuerpo en la muestra
en fragmentos definidos. El primer paso de incubacion es la escisidon de la molécula con la proteasa de cisteina IdeS
especifica para IgG, preferiblemente la IdeS procedente de Streptococcus pyogenes o Treponema denticola. En una
realizacién preferible adicional, la proteasa de cisteina especifica para IgG presenta la secuencia de aminoacidos Id.
de Sec. N°% 1. La incubacién con la proteasa de cisteina especifica para IgG tiene lugar, en una realizacién, en un
intervalo de pH de entre 5,5 y 8,5. En una realizacion, la incubacion se da en un intervalo de pH de entre 7,0 y 8,0.
También se observé que la proporcion molar entre la proteasa de cisteina especifica para IgG y las moléculas del
anticuerpo (incluyendo las moléculas de los fragmentos del anticuerpo) deberia de ser de entre 1:25 y 1:2500, en
una realizacion preferible, entre 1:25 y 1:100.

El segundo paso de incubacién es la escision de los carbohidratos de los fragmentos del anticuerpo con la ayuda de
una glucosidasa. La glucosidasa es la N-glucosidasa F, también conocida como PNGasa F. En una realizacién, la N-
glucosidasa F deriva de Flavobacterium meningosepticum. En una realizacion, la glucosidasa es EC 3.2.218. En una
realizacién adicional, la glucosidasa presenta la secuencia de aminoacidos Id. de Sec. N°: 2.

Es ventajoso incubar en primer lugar la muestra proporcionada con la proteasa de cisteina especifica para I1gG v,
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subsiguientemente, tratarla con la glucosidasa.

En el tercer paso se escinden los puentes de disulfuro mediante la adicién de un agente reductor y, preferiblemente,
mediante la adicién de ftricloroetilfosfato (TCEP). En una realizacion, se afiade acido formico simultaneamente a la
adicion de una agente reductor.

Se utiliza una combinacién de cromatografia liquida y espectrometria de masas para analizar los fragmentos del
anticuerpo definidos que se obtienen. Los fragmentos individuales se separan mediante cromatografia liquida y
pueden determinarse subsiguientemente mediante la espectrometria de masas. En una realizacion, la
espectrometria de masas es una espectrometria de masas de tiempo de vuelo con ionizacidon por
electropulverizacion (ESI-TOF). En una realizacion, la cromatografia liquida es una cromatografia de interaccion
hidrofébica o una cromatografia de interaccion - .En el caso de la cromatografia de interaccion hidrofébica, el
ligando de la cromatografia en una realizacion es un ligando C8 o C18 que se localiza en un material para
cromatografia que tiene un tamafio de poro de 300 angstroms, o en el caso de la cromatografia de interaccion -1

. se utiliza un ligando difenilo como ligando de la cromatografia. En una realizacion, para la cromatografia liquida se

utiliza o bien una columna Jupiter C18 o una columna Zorbax 300SB C8 o bien una columna Pursuit de difenilo, en
una realizacion preferible una columna Pursuit de difenilo.

Ademas, la invencién hace referencia a la utilizacion de una proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG
procedente de Streptococcus pyogenes para la deteccidn de anticuerpos IgG o fragmentos de anticuerpos IgG en
una muestra, caracterizada de tal manera que la muestra se incuba con la proteasa de cisteina especifica para IgG y
los fragmentos obtenidos se analizan tras la incubacién con N-glucosidasa F, el agente reductor tricloroetilfosfato y
acido formico mediante la cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas.

Otro aspecto de la presente invencién es un kit para la deteccion de anticuerpos IgG o fragmentos de anticuerpos
IgG, caracterizado de tal manera que el kit contiene

i) la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG procedente de S. pyogenes
ii) la endoglucosidasa N-glucosidasa F procedente de Flavobacterium meningosepticum,
iiil) tricloroetilfosfato y acido férmico.

En primer lugar, se ensayo la reduccién de la proporcion entre la enzima y el anticuerpo y del tiempo de incubacion
con tal de optimizar las condiciones de incubacion de la digestidon con IdeS. Por razones practicas, eran preferibles
un tiempo de incubacién lo mas corto posible y una proporcién entre la enzima y el anticuerpo lo mas pequefa
posible, dado que la presencia del componente de la enzima en la solucién de analitos del anticuerpo digerido puede
llevar a la interferencia de las sefiales en el espectro de masas que se obtiene. La cantidad de enzima utilizada para
la digestion del anticuerpo deberia de ser tan pequefia como fuese posible con tal de evitar este hecho. Al mismo
tiempo, se debe asegurar que la molécula del anticuerpo se escinde completamente tras la digestion. Con tal de
lograr, de manera adicional, el rendimiento mas alto posible de la muestra y de optimizar el tiempo de curso
experimental, se deberia acortar el periodo de incubacién mientras se asegura una digestion completa. Los
resultados de la separacién en el gel electroforético de las preparaciones de la digestion (cf. figura 7) mostraron que,
bajo todas las condiciones de digestion, se formaron dos bandas principales (a aproximadamente 100 kDa y
aproximadamente 25 kDa) que se corresponden con los productos esperados de la escisiéon con IdeS. La banda
principal mayor, con un peso molecular de aproximadamente 100 kDa se corresponde con la parte "Fab esperada
del anticuerpo, que contiene las dos cadenas ligeras (LC) y los fragmentos Fab de la cadena pesada (HC). La banda
principal menor, con un peso molecular de aproximadamente 25 kDa es el fragmento esperado Fc de la HC. Los
resultados de la separacion en el gel electroforético de las preparaciones de la digestion muestran que la proporcion
entre la enzima y el anticuerpo tiene un efecto mas significativo en la digestién con IdeS. Con respecto a la eficiencia
de la digestidon con IdeS de las diversas preparaciones, los resultados del SDS-PAGE muestran que la banda del
anticuerpo intacto (2HC/2LC) aun aparece con una intensidad minima en una proporcién entre la enzima vy el
anticuerpo de 1:50 y los periodos de incubaciéon de 0,5 h. y 1 h. (cf: figura 7A, carriles 6 y 9). Con la misma
proporcion entre la enzima y el anticuerpo y con periodos de incubacién de 2 h. y 5 h. (cf: figura 7B, carriles 6 y 9) la
banda de la molécula intacta del anticuerpo ha desaparecido. Por lo tanto, el tiempo de incubacién preferible es de
entre dos y cinco horas y, particularmente preferible, de dos horas. También se observé que un periodo de
incubacién de 18 h. y las proporcién entre la enzima y el anticuerpo de 1:50, 1:500, 1:2500, 1:10000 no resultaron en
diferencia alguna en comparacion con la incubacion de cinco horas bajo las mismas proporciones entre la enzima y
el anticuerpo. Asi, es preferible una proporcion entre la enzima y el anticuerpo de entre 1:25 y 1:100. Es
particularmente preferible una proporcién entre la enzima y el anticuerpo de 1:50.

El método basado en LC/MS incluye un método para la preparacion de una muestra que es particularmente
adecuado para la separacién y la deteccién de productos de degradacion inducidos por el estrés. En principio,
existen cuatro variantes posibles de la preparacion de la muestra:

1. sélo la reduccion del anticuerpo;
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2. la deglicosilacién con la subsiguiente reduccion del anticuerpo;
3. la digestion con IdeS con la subsiguiente reduccion del anticuerpo;
4. la deglicosilacion con la subsiguiente digestion con IdeS y la reduccion del anticuerpo.

Se ha observado que la preparacion que solo se ha reducido (variante 1) y la preparacién digerida con IdeS y
reducida (variante 3) no son adecuadas para el analisis LC/MS de las soluciones de anticuerpos, debido a los
espectros heterogéneos obtenidos a causa de las glicoestructuras de las cadenas pesadas, que reducen la
sensibilidad de la medicién de la LC/MS y dificultan mas el analisis.

Sorprendentemente, se observé que la preparacion de la muestra digerida con IdeS, deglicosilada y reducida es
preferible a la preparacion de la muestra deglicosilada y reducida, debido a que se obtienen fragmentos menores del
anticuerpo, lo que tiene un efecto positivo en la resolucion de la masa en las mediciones de la LC/MS y permite que
las modificaciones que pueden estar presentes se localicen y se asignen en la parte HC-Fc o en la parte HC-Fab del
anticuerpo. Ademas, debido a la escisidn de la cadena pesada, es posible amplificar el efecto de las modificaciones
inducidas por el estrés que pueden ocurrir en el procedimiento cromatografico del fragmento, con tal de mejorar su
separacion la una de la otra. No surgieron problemas a causa de la utilizacion simultanea de las dos enzimas IdeS y
N-glucosidasa F.

Se ha observado que, por razones practicas, es particularmente ventajoso digerir en primer lugar el anticuerpo con
IdeS y después deglicosilarlo. Se cambi6 el procedimiento de este modo por razones practicas y no se observé
ningun efecto significativo en el resultado de los andlisis. Se afiade acido formico simultaneamente a la adicion la
solucién de TCEP, es decir, tanto el acido formico como la solucién de TCEP se afiaden con anterioridad a la
incubacion, para que asi ambos componentes estén presentes durante una Unica incubacion.

Con tal de detectar y cuantificar de forma inequivoca y simple la formacién de productos de degradaciéon de las
soluciones del anticuerpo, es ventajoso separar las especies de degradacion respectivas. La calidad de la
separacion de una solucion analita se ve influenciada significativamente, entre otros, por las propiedades
cromatograficas de la fase estacionaria. La calidad de las separaciones cromatograficas se evalué en base a la
resolucion del pico y la nitidez del pico de la columna respectiva.

En la seleccién de las columnas, se han tenido en consideracion otros parametros adicionales importantes para la
separacion, ademas de la polaridad de la matriz de la columna, tales como que, por ejemplo, el tamafio de las
particulas deberia ser lo mas pequefio posible con tal de lograr el mayor nimero posible de placas. Ademas, deberia
tenerse en cuenta que los anticuerpos son moléculas muy grandes. Consecuentemente, el tamafio del poro de las
particulas de la matriz también juega un papel decisivo en la selecciéon de una columna adecuada. Cuanto mas
grande son los poros de las particulas de la matriz, mas facil es la difusion de los componentes del anticuerpo a
través de los poros, lo que mejora la separacion.

En comparacion con la columna Jupiter C18, que se utilizd como columna de referencia, no se obtuvo ninguna
mejora efectiva en la separacion de los productos de degradacién con la columna Vydac C4, bajo las condiciones
cromatograficas empleadas. La columna Zorbax 300SB C8 tiene una selectividad cromatografica diferente a la
columna Jupiter C18, y también produce un resultado comparativamente bueno en la separaciéon de los diversos
fragmentos del anticuerpo. En contraste, la columna Pursuit de difenilo mostré un resultado de separaciéon mejorado.
El perfil de separacion de esta columna mostré mas picos y hombros, que aparecieron en el perfil de elucién con una
buena resolucion y una nitidez de pico aceptable, en comparacion con el perfil de separacion de la columna Jupiter
C18. Por consiguiente, esta columna es preferible para la separacion de los productos de degradacion del
anticuerpo que se obtuvieron de acuerdo con el método de la invencion.

Mediante los siguientes ejemplos, referencias literarias y figuras se pretende elucidar de forma adicional la
invencion. El ambito protector actual deriva de las reivindicaciones anexas a esta invencion.

La invencion se describe en los siguiente ejemplos en base a un anticuerpo ejemplo (mAb IGF-1R). Este hecho no
constituye ninguna limitacién de la invencion, sino que tiene la mera intencion de ilustrarla.

Un ejemplo de un anticuerpo (preferiblemente monoclonal) es un anticuerpo contra el receptor de IGF-1 (mAb IGF-
1R) tal y como se describe, por ejemplo en las patentes WO 02/053596, WO 2004/071529, WO 2005/016967 WO
2006/008639, US 2005/0249730, US 2005/0084906, WO 2005/058967, WO 2006/013472, WO 2006/00181, US
2003/0165502, WO 2005/082415, WO 2005/016970, WO 03/106621, WO 04/083248, WO 2003/100008, WO
2004/087756, WO 2005/005635, WO 2005/094376 y WO 2007/115814.

Descripcion de las figuras:

Figura 1: reaccion de oxidacion de la metionina (a) y el triptéfano (b) como ejemplo (véase, por ejemplo, Taylor, S.,
et al., J. Biol. Chem. 278 (2003) 19587-19590).
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Figura 2: desamidacion de la asparagina e isomerizacion del aspartato; la ruta | es preferible bajo condiciones
basicas (pH > 8), la ruta Il es preferible bajo condiciones acidas (pH < 5).

Figura 3: representacion esquematica de la digestion con IdeS de los anticuerpos IgG1.

Figura 4: resultado de la separacién electroforética en gel del anticuerpo incubado a 40°C y almacenado a -80°C.
Carril 1 — muestra tampén;
Carril 2 — peso molecular estandar;
Carril 3 — muestra tampon;
Carril 4 — estandar, no reducido;
Carril 5 — anticuerpo (-80°C), no reducido;
Carril 6 — anticuerpo (30 dias/40°C), no reducido;
Carril 7 — muestra tampoén;
Carril 8 — estandar, reducido;
Carril 9 — anticuerpo (-80°C) reducido;
Carril 10 — anticuerpo (30 dias/40°C), reducido;
Carril 11 — muestra tampoén;
Carril 12 — muestra tampén.

Figura 5: superposicion de los cromatogramas SEC de los anticuerpos bajo estrés (1: 40°C, 30 dias) y sin estrés (2:
-80°C) y del tampon placebo (3) incubado a 40°C.

Figura 6: cromatogramas de la cromatografia de intercambio i6nico de las soluciones de los anticuerpos bajo estrés
(1: 40°C, 30 dias) y sin estrés (2: -80°C) y de la solucion del tampdn placebo (3) incubado a 40°C.

Figura 7: separacion del anticuerpo digerido don IdeS a diversas proporciones entre la enzima y el anticuerpo (1:50 -
1:1250) y varios periodos de incubacion (0,5 h. - 5h.):
Numero de carril — gelA — gelB:

1 — muestra tampdn — muestra tampon;

2 — peso molecular estandar — peso molecular estandar;
3 — estandar — estandar;

4 — anticuerpo no digerido — anticuerpo no digerido
5 — muestra tampon — muestra tampon;

6 -1:50,0,5h.-1:50, 2,0 h,;
7-1:125,0,5h.—1:125,2,0 h;

8 -1:1250, 0,5 h. —1:1250, 2,0 h;
9-1:50,1,0h.-1:125,5,0 h;;

10-1:125,1,0 h. - 1:125, 5,0 h;;

11 -1:1250, 1,0 h - 1:1250, 5,0 h;

12 — muestra tampdn — muestra tampon.

Figura 8: superposicion de los perfiles de elucion de los anticuerpos bajo estrés y sin estrés en la columna
estandar Jupiter C18 (A) y la columna Pursuit de difenilo (B).

Figura 9: superposicion de los perfiles de elucion de los anticuerpos bajo estrés (1) y sin estrés (2) en la columna de
difenilo Pursuit.

Ejemplo 1

Material y métodos

El anticuerpo que se utilizé en los experimentos de esta investigacion es un anticuerpo humano recombinante del
tipo IgG1. Este anticuerpo se expresa en las células CHO y se purificé mediante la cromatografia de afinidad y
varios pasos de la cromatografia de intercambio i6nico.

Estrés térmico

Se retamponaron aproximadamente 22 mg del anticuerpo IgG1 mediante la didlisis en 10 mM de un tampén de
Tris/HCI (pH 8,5). Una parte de la solucion del anticuerpo retamponado se incubd a 40°C durante 30 dias. La otra
parte se congeld a -80°C como control.

Dialisis

Para la dialisis, se transfirieron 1,5 ml de la solucién del anticuerpo (c = 14,6 mg/ml) a un cartucho de dialisis slide-A-
Lyzer (capacidad: 0,5 - 3 ml, tamafio de exclusién de peso molecular: 10 kDa) y se colgaron en el tampdn de didlisis.

El tampdn se agitd continuamente durante la dialisis y se mantuvo a 8°C. La solucion del tampon de didlisis se

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2388017 T3

renovo varias veces durante la dialisis con tal de asegurar el intercambio mas completo posible de las soluciones
tampodn. La tabla 1 muestra el esquema temporal del intercambio de la solucién tampén.

Tabla 1: esquema de la dialisis para retamponar la solucién del anticuerpo

Volumen tampén de dialisis [1] Tiempo [h.] Temperatura [°C]
1,5 3 8
1,5 15 8
1,5 3 8

Tras la finalizacion de la didlisis, la solucion del anticuerpo se transfirié del cartucho slide-A-Lyzer a un recipiente de
reaccion de 5 ml. El volumen de la solucién del anticuerpo dializada se determind mediante ponderaciéon en una
bascula analitica (AT261 Delta Range, Mettler-Toledo).

Filtracion estéril

Después de la dialisis, la solucion del anticuerpo se esterilizé mediante la filtracién a través de un filtro de jeringa
Unica Minisart (0,2 ym, Sartorius) bajo condiciones de bajo nivel de gérmenes. El muestreo para la determinacién de
la concentracion del anticuerpo también se llevd a cabo bajo condiciones de bajo nivel de gérmenes.

Determinacion de la concentracion del anticuerpo

La concentracién del anticuerpo se determiné mediante una medicién de la absorcidon a 280 nm en un fotémetro
espectral del tipo Uvikon XL (Goebel Company). El coeficiente de extinciéon del anticuerpo que se utilizé fue de 1,55
mI-mg'1-cm'1 y se calculé de acuerdo con el método de Pace, C.N., et al., (Protein Sci. 4 (1995) 2411-2423).

SDS PAGE

Las soluciones del anticuerpo se separaron mediante electroforesis en gel utilizando una estacion de electroforesis
Power Ease 300, asi como geles, tampones y otros agentes de Invitrogen Company. Para la separacion, se utilizd
un gel de Tris-glicina con un gradiente de 4-20%. El tampo6n de migracién de Tris-glicina SDS (10x), que se diluyo
1:10 (v/v) antes de su utilizaciéon con agua doblemente destilada, se utiliz6 como tampén de migracion.

Las soluciones del anticuerpo que se incubaron a 40°C y aquellas que se almacenaron a -80°C se aplicaron bajo
condiciones reductoras, asé como no reductoras. Como referencia, también se aplicaron al gel 5 pyl de un marcador
proteico Mark 12™ para determinar el peso molecular relativo de las muestras a examen. La separacion
electroforética se llevd a cabo a un voltaje de 125 V y durante un tiempo de ejecucion de 95 min. Tras la
electroforesis en gel, los geles se tintaron con Simply Blue Safe Stain (solucién de tincion Coomassie G 250) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Subsiguientemente, el gel se destinté con agua doblemente destilada.

Los geles tintados se preservaron mediante la utilizacion de minicelofanes Dry-Ease y una solucién de secado
(glicerol al 10 % (v/v), metanol al 40 % (v/v), acido acético al 10 % (v/v), agua al 40 % (v/v)). Para este cometido, los
geles se incubaron durante 5 min. en la soluciéon de secado y se incubaron durante otros 10 min. después de la
adicion de dos celofanes. A continuacion, los geles se colocaron, libres de burbujas, entre los celofanes y se secaron
en un marco de sujecion.

Para la SDS-PAGE no reductora, las soluciones del anticuerpo se diluyeron hasta una concentracion de
aproximadamente 1 mg-ml'1 con 10 mM de tampédn Tris/HCI (pH 8,5). Subsiguientemente, se combinaron 10 pl
(correspondientes a 10 pyg de anticuerpo) de las soluciones del anticuerpo diluidas con 10 pl del tampdn de la
muestra de SDS (2x) en una proporcion de 1:2 (v/v), se mezclaron y, finalmente, se centrifugaron brevemente. Las
muestras se desnaturalizaron durante 10 min. a 70°C. A continuacion se volvieron a centrifugar brevemente. Para la
separacion electroforética se aplicaron al gel 16 pl (correspondientes a 8 pg de anticuerpo) de las muestras
desnaturalizadas. Ademas del marcador de proteinas, se aplicé como referencia un anticuerpo de referencia
estandar (c = 16,5 mg-ml'1) diluido a una concentracion de 1 mg: ml™ y subsiguientemente tratado del mismo modo
que las muestras del anticuerpo.

Para la SDS-PAGE reductora, las soluciones del anticuerpo también se diluyeron con 10 mM de tampdn Tris/HCI
(pH 8,5) hasta una concentracion de aproximadamente 1 mg-ml'1. Se utilizé6 DTT (ditiotreitol) para reducir las
soluciones. La solucion de DTT se prepard a una concentracion de 100 mM en el tampon de la muestra de SDS (2x)
con tal de asegurar una reduccion completa del anticuerpo. Subsiguientemente, se combinaron 10 pl
(correspondientes a 10 ug de anticuerpo) de las soluciones diluidas con 10 I del tampdn de la muestra de SDS (2x)
+ 100 mM de DTT en una proporcion de 1:2 (v/v), se mezclaron y se centrifugaron brevemente. Las muestras se
desnaturalizaron durante 10 min. a 70°C. A continuacion se volvieron a centrifugar brevemente. Para la separacion
electroforética se aplicaron al gel 16 pl (correspondientes a 8 pg de anticuerpo) de las muestras desnaturalizadas.
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Ademas del marcador de proteinas, se aplicé como referencia un anticuerpo de referencia estandar (c = 16,5 mg-ml’
1) diluido a una concentracion de 1 mg-ml'1 y subsiguientemente tratado del mismo modo que las muestras del
anticuerpo.

Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

Se utilizé la columna de filtracién en gel TSK gel G3000 SWXL (7,8 x 300 mm; 5 ym, 250 A) de Tosoh Bioscience
Company para separar mediante cromatografia los componentes de las soluciones del anticuerpo de acuerdo con el
tamafo. La separacion se llevé a cabo en un sistema Shimadzu-HPLC. Los componentes de la muestra se eluyeron
de modo isocratico con un tampdn de 200 mM de fosfato de potasio, 250 mM de coluro de potasio (pH 7,0) durante
un periodo de 30 min. y a una velocidad de flujo de 0,5 mi'min”". La temperatura de la columna de filtracién en gel
TSK gel G3000 SWXL se mantuvo constante a 25°C durante la separacion. La temperatura del automuestreador fue
de 6°C. Los componentes de la muestra se detectaron a una longitud de onda de 280 nm utilizando un detector de
haz de diodos.

Cromatografia de intercambio i6nico (IEC)

Se utilizé la columna de intercambio catidnico débil SynChropak WCX (4,6 x 250 mm, 6 pm, 300 A) de Agilent
Company para la separacion cromatografica de los componentes de las soluciones del anticuerpo. La separacion se
llevdé a cabo en un sistema Shimadzu HPLC. Los componentes de la muestra se eluyeron con la ayuda de un
sistema de gradiente binario de un eluyente A (10 mM del tampdén de fosfato de sodio, pH 7,0) y un eluyente B (10
mM del tampon de fosfato de sodio, 750 mM del tampén de cloruro de sodio, pH 7,0) a una velocidad de flujo de 1
ml-min”’ y un tiempo de ejecucion de 55 minutos. El perfil de elucién se muestra en la tabla 2. La temperatura de la
columna de intercambio catiénico SynChropak WCX se mantuvo constante a 25°C durante la separacién. La
temperatura del automuestreador fue de 6°C. Los componentes de la muestra se detectaron a una longitud de onda
de 280 nm utilizando un detector de haz de diodos.

Tabla 2: perfil del gradiente para la separacion de la solucién del anticuerpo mediante la IEC

Tiempo (min.) Eluyente A (%) Eluyente B (%)
0,0 95 5

12,0 80 20

17,0 80 20

35,0 70 30

40,0 70 30

41,0 0 100

44,0 0 100

45,0 95 5

55,0 95 5

Ejemplo 2
Estrés térmico

Con tal de acelerar la formacién de los productos de degradacién y de las modificaciones del anticuerpo monoclonal,
éste se sometid a un estrés térmico definido en una incubadora (Venticell, MM-Medcenter). Para la incubacion, la
solucion del anticuerpo dializada se incubd durante 30 dias a 40°C. Ademas, se dividieron 250 pl de la solucion del
anticuerpo en alicuotas de 10 pl y se almacenaron a -80°C. Estas sirvieron de control del punto cero.

Después de 30 dias, las alicuotas sometidas al estrés térmico se sustrajeron de la incubadora y se examind
visualmente la presencia de infestacién con microorganismos. Las alicuotas sustraidas se combinaron en un
recipiente de reaccion con tal de obtener un solucién analitica, bajo estrés y homogénea. La homogeneizacion se
llevo a cabo mezclando cuidadosamente la solucion del anticuerpo (miniagitador MS2, IKA, Staufen). La solucién del
anticuerpo homogeneizada se dividi6 en alicuotas de 20 ul y éstas se almacenaron a -80°C.

Para el andlisis mediante cromatografia liquida y espectrometria de masas, se retamponaron aproximadamente 22
mg del anticuerpo (¢ = 14,6 mg-ml-1) en 10 mM de tampédn Tris/HCI (pH 8,5) y, subsiguientemente, se incubaron
durante 30 dias a 40°C.

Preparacion de la solucién tampén placebo incubada con calor
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Con tal de asegurar en los analisis posteriores que los cambios observados en la solucién del anticuerpo, que
resultan del almacenamiento a 40°C, no se deben a cambios en la solucion tampdn, se esterilizaron dos alicuotas de
15 ml del tampdn de 10 mM Tris/HCI mediante filtracion bajo condiciones de bajo nivel de gérmenes y también se
incubaron en la incubadora (Venticell, MM-Medcenter) durante 30 dias a 40°C. El procedimiento subsiguiente se
llevo a cabo del mismo modo que para la solucion del anticuerpo.

Analisis mediante electroforesis en gel de la solucién incubada con calor

El resultado de la separacién electroforética en gel del anticuerpo incubado a 40°C y almacenado a -80°C se
muestra en la figura 4. La incubacion a 40°C da como resultado la formacién de agregados asi como fragmentos de
la molécula del anticuerpo (carriles 6 y 10). Las muestras del anticuerpo no incubadas muestran el patréon de bandas
tipico de una molécula 1gG1 (cf. carriles 4 y 5) bajo condiciones no reductoras. La banda principal corresponde al
anticuerpo intacto que consiste en dos cadenas pesadas (HC) y dos cadenas ligeras (LC). Ademas, las bandas
pueden observarse en especies de anticuerpos cuya estructura no se ha preservado completamente. Estas bandas
son la especie 2HC/LC, que carece de una cadena ligera, la mitad de un anticuerpo (HC/LC), la cadena pesada libre
(HC) y la cadena ligera libre (LC) (cf. carriles 4 y 5).

Este patron de bandas tipico también se observa basicamente en la muestra del anticuerpo no reducido incubada a
40°C (cf. carril 6). La banda principal vuelve a ser el anticuerpo intacto (2HC/2LC). Ademas, aparecen bandas para
las diversas especies de anticuerpo no intacto (2HC/LC, HC/LC, HC, LC) con una intensidad mayor a la de la
muestra del anticuerpo almacenada a -80°C. Adicionalmente, se forman otras bandas en la muestra bajo estrés en
el intervalo que va de aproximadamente 90 kDa a > 200 kDa (cf. carril 6). Las especies que aparecen por debajo de
la banda principal son los fragmentos del anticuerpo y las que aparecen por encima de la banda principal son
agregados.

En la region de aproximadamente 21 kDa (cf. carril 6) aparecen dos bandas que parecen tener particular interés
para el analisis mediante LC/MS. Se trata de un fragmento Fab no covalente en el que los fragmentos Fab HC (AA
1-220) y LC no se mantienen unidos por un puente disulfuro sino por interacciones no covalentes (interacciones
i6nicas, puentes de hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo, fuerzas de van-der-Waals). Dado que las muestras se
aplican en el gel bajo condiciones desnaturalizantes, Fab HC y LC aparecen como bandas individuales en el gel (cf.
carril 6). En esta conexion, la banda superior en el gel es la LC (LC*) y la banda inferior es el fragmento Fab HC
(Cohen, S.L., et al., J. Am. Chem. Soc., 129 (2007) 6976-6977). El anticuerpo restante, que estd compuesto por el
segundo fragmento Fab y el fragmento Fc, puede localizarse en la banda que aparece con una intensidad débil en la
region de 97 kDa y 116 kDa (cf. carril 6).

Las bandas principales en la separacién bajo condiciones reductoras son las cadenas pesada (HC) y ligera (LC) (cf.
carriles 8, 9 y 10). Ademas de las dos bandas principales, aparecen dos bandas mas en las muestras del anticuerpo
sin estrés en el intervalo de entre aproximadamente 97 kDa y 120 kDa, con una intensidad menor. Se trata de
agregados covalentes no reductibles (cf. carriles 8 y 9).

La solucion del anticuerpo incubada a 40°C muestra el mismo patron de bandas que la solucién del anticuerpo no
incubada (cf. carril 10). Las dos bandas que pueden localizarse en las especies no reductibles en el caso de la
muestra sin estrés, no aparecen con una intensidad mucho mayor en la muestra bajo estrés (cf. carril 10). Ademas
de las especies ya mencionadas (HC, LC y las dos bandas covalentes no reductibles), en la solucién del anticuerpo
bajo estrés aparecen un gran numero de bandas adicionales en el intervalo de aproximadamente 30 kDa a 200 kDa.
Se trata de agregados reducidos covalentes, especies no reductibles y fragmentos de las especies reducidas (cf.
carril 10).

La banda de la especie agregada no reductible que aparece en el gel entre aproximadamente los 90 kDa y los 95
kDa, y que se puede localizar en el medio anticuerpo, tiene un interés particular en el analisis LC/MS. La intensidad
de esta banda aumenta significativamente como resultado de la incubacion. Muy probablemente, el incremento de la
intensidad en esta banda se debe a la formacién de una especie de tioéter. Esta especie es una mitad de molécula
de anticuerpo con una masa real de 75 kDa, cuyas HC y LC no estan unidas conjuntamente mediante un puente de
disulfuro sino con un puente de tioéter no reductible (Tous, G.I., et al., Anal. Chem. 77 (2005) 2675-2682).

Analisis mediante SEC de la solucién incubada con calor

La cromatografia por exclusion de tamafo (SEC) ofrece una visién general de la formacion de fragmentos inducidos
por el estrés y de agregados. Dado que la SEC se lleva a cabo bajo condiciones naturales, en el andlisis se detectan
tanto agregados covalentes como no covalentes. Con tal de establecer una conexién entre la formacién de los
productos de degradacion y la incubacion a 40°C, ademas de la solucion del anticuerpo bajo estrés también se
analiza la muestra sin estrés que se almacené a -80°C.

La figura 5 muestra el resultado de la SEC para la solucién tampén placebo incubada a 40°C, el anticuerpo incubado

a 40°C y el anticuerpo almacenado a -80°C. Para el andlisis, se aplicaron en cada caso 50 pl o 50 ug del anticuerpo.
Los resultados del analisis del peso molecular estandar sirvieron como referencia para determinar el tamafio del
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peso molecular de los componentes de las soluciones del anticuerpo. Estos se enumeran en la tabla 4. La tabla 3
muestra los porcentajes de las diversas especies de anticuerpo en el perfil de eluciéon. Los porcentajes calculados se
basan en la proporcién del area respectiva del pico de una determinada especie en relacion con la suma del area de
todos los picos que aparecen.

Tabla 3: evaluacion de la SEC de los anticuerpos bajo estrés y sin estrés

Especies de alto Pico principal (RT Hombro en el intervalo de Especies de bajo peso

peso molecular (RT ~ ~ 15 — 16,5 min.) bajo peso molecular (RT molecular (RT ~ 19 — 20
12 — 14,5 min.) [%] [%] ~ 16,5 - 18 min.) [%] min.) [%]

-80°C 3,19 95,81 - 1,00

40°C/30 dias 12,33 72,20 10,85 4,62

Tabla 4: resultados de la separacion cromatografica de la SEC del peso molecular estandar

Sustancia Masa [KDa] Tiempo de retencion [min.]
tiroglobulina 670 11,9
gammaglobulina 158 15,8
ovoalbumina 44 18,5
mioglobulina 17 20,4
vitamina B12 1,35 234

El perfil de elucidn de las especies del anticuerpo bajo estrés se correlaciona con los resultados de la SDS-PAGE.
Los resultados de la SEC también muestran que se han formado agregados y que el anticuerpo se ha degradado
durante la incubacion (cf. figura 5).

Las especies principales con un tiempo de retencién de aproximadamente 15 — 16,5 min., que pueden asignarse al
anticuerpo intacto, disminuyen durante la incubacion a 40°C desde aproximadamente el 96 % al 72 % del area total
(cf. tabla 3). El tiempo de retencion de la especie principal (RT 15 — 16,5 min.) se corresponde con un peso
molecular de aproximadamente 150 kDa en base al peso molecular estandar (cf. tabla 4). Los agregados con un
peso molecular de > 158 kDa (cf. tabla 4) eluden en una ventada de tiempo de aproximadamente 12 — 14,5 minutos.
El pico con este tiempo de elucién aumenta como resultado de la incubacion a 40°C desde aproximadamente el 3 %
al 12 % del area total (cf. tabla 3). Se forma un hombro claro en la regiéon descendente del pico de la especie
principal (RT de aproximadamente 16,5 - 18 min.) en el perfil de elucién del anticuerpo bajo estrés, que tiene una
proporcion del area de aproximadamente el 11 %, y que no aparece en este sentido en la solucion del anticuerpo
almacenada a -80°C (cf. figura 5). Las especies de anticuerpo que eluden en la region del hombre tienen un peso
molecular de aproximadamente entre 70 kDa y 120 kDa (cf. tabla 4). Se trata de especies tales como la mitad del
anticuerpo (HC/LC), los anticuerpos a los que les falta una cadena ligera (2HC/LC) y los fragmentos Fab + Fc. Se
observa un pico adicional en el tiempo de retencién de aproximadamente 19 - 20 min., al cual se puede asignar un
peso molecular de entre aproximadamente 20 kDa y 40 kDa (cf. tabla 4). Las cadenas pesada (HC) y ligera (LC), asi
como el Fab HC del fragmento Fab no covalente, eluden en esta ventana de tiempo. Este pico aumenta como
resultado de la incubacion a 40°C desde el 1 % al 5 % del area total (cf. tabla 3).

La comparacion entre el perfil de eluciéon del tampdn placebo incubado a 40°C y de la solucidon del anticuerpo
incubada a 40°C muestra que la incubacion del tampén no resulta en la aparicién de ningun pico.

Analisis mediante la IEC de la solucién incubada con calor

La cromatografia de intercambio idnico es adecuada para la deteccion de cambios en la carga debidos a las
modificaciones de la molécula del anticuerpo.

Con tal de poder identificar los cambios en el anticuerpo relacionados con el estrés, ademas del anticuerpo incubado
a 40°C, también se aplica el anticuerpo sin estrés almacenado a -80°C.

La figura 6 muestra los cromatogramas obtenidos en la cromatografia de intercambio iénico de las soluciones de los
anticuerpos bajo estrés y sin estrés, asi como de la solucién tampén placebo incubada a 40°C. Para el analisis, se
aplicaron en cada caso 50 pl o 25 ug del anticuerpo. Los porcentajes del perfil de elucién de las diversas especies se
muestran en la tabla 5. Los porcentajes calculados hacen referencia a las proporciones del area respectiva del pico
de una especie determinada en relacion a la suma del area de todos los picos que aparecen.
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Tabla 5: evaluacion de la IEC de los anticuerpos bajo estrés y sin estrés

Intervalo acidico (RT Hombro en el intervalo Pico principal (RT ~ Hombro en el intervalo
~12—-18 min.) [%] acidico (RT ~ 19 — 22 22 — 25 min.) [%] bésico (RT ~ 26 — 32 min.)

min.) [%] [%]
-80°C 7,69 4,52 60,75 27,04
40°C/30dias 43,83 16,57 39,60 0

Una comparacion entre los perfiles de elucion de los anticuerpos almacenados a -80°C y los anticuerpos incubados
a 40°C muestra que, mediante la incubacién, se indujo un cambio significativo en la carga sobre el intervalo acidico
(cf. figura 6). Por tanto, la intensidad del pico de la especie principal (tiempo de retencién RT de aproximadamente
22 - 25 min.), que puede asignarse al anticuerpo intacto anticuerpo, disminuyé significativamente desde el 61 % al
40 % del area total (cf. tabla 5), mientras que la intensidad de los picos en el intervalo acidico del perfil de elucién
(RT 12 - 18 min.) aumento significativamente (un incremento aproximadamente desde el 8 % al 44 % del area total).
El hombro que se observa en el intervalo basico de la muestra del anticuerpo sin estrés (RT 26 - 32 min.)
desaparece completamente durante la incubacion a 40°C (cf. figura 6). A su vez, la intensidad del hombro en la parte
acidica del pico principal (RT 19 - 22 min) aumenta en el caso de la solucion del anticuerpo bajo estrés . En este
caso, el area aumenta desde aproximadamente el 5 % hasta aproximadamente el 17 % del area total (cf. tabla 5).
Una comparacion entre los perfiles de elucion del tampdn placebo incubado a 40°C y de la solucion del anticuerpo
incubada a 40°C muestra que, como resultado de la incubacién del tampdn, no aparece ningun pico.

Habitualmente, los cambios de la carga en el intervalo acidico inducidos por la incubacién de un anticuerpo se deben
a las reacciones de desamidacion. En las desamidaciones, se sustituye un grupo amino por un grupo hidroxilo que
introduce una carga negativa adicional en la molécula. El resultado del cromatograma |IEC muestra que las
desamidaciones y los demas cambios en la carga ocurren en un nivel mayor a causa de la incubacién a 40°C.

Ejemplo 3

Optimizacion de la digestion con IdeS

La enzima IdeS estaba presente en 50 mM de tampén Tris/HCI (pH 8,0) a una concentracion de 1 mg/ml. Se preparé
una serie de diluciones que contienen tres concentraciones diferentes de IdeS para la adicion de la enzima a la
solucion de digestion. La concentracion final de IdeS en las prediluciones (V) fue de: 0,1 mg-ml™ (V 1), 0,01 mg:ml
(V 2)y 0,001 mg-ml'1 (V 3). La dilucion se llevé a cabo utilizando 50 mM del tampén Tris/HCI (pH 8,0).

El anticuerpo sujeto a analisis estaba presente a una concentracién de 15,5 mg/ml en una solucién tamponada de
histidina, pH 6,0. La solucion del anticuerpo se diluyé hasta una concentracién de ¢ = 5 mg-ml'1 con 50 mM de
tampon Tris/HCI (pH 8,0) para su adicion a la solucion de digestion.

El esquema de pipeteado para la preparacién de las soluciones de digestion se enumera en la tabla 6.

Tabla 6: esquema de pipeteado para la preparacion de las soluciones de digestion con IdeS

Proporcién de IdeS [ug] Dilucion de IdeS [ul] Anticuerpo [ug(ul))] 50 mM de Anticuerpo en la

encima tampon Tris [ul] digestiéon
Sin encima 50 (10) 40 1 pg/ul
1:50 1,00 10V 1) 50 (10) 30 1 pg/ul
1:125 0,40 40 (V 2) 50 (10) 0 1 pg/ul
1:1250 0,04 40 (V 3) 50 (10) 0 1 pg/ul

Las soluciones de digestion preparadas se incubaron durante 0,5, 1,0, 2,0 y 5,0 horas a 37°C. Se prepar6 como
control cero una soluciéon de anticuerpo a la que no se afiadi6 la encima. Para la solucién control se afiadieron
mediante pipeteo 10 pl (50 pg) del anticuerpo a 40 pl de tampdn Tris/HCI a 50 mM (pH 8,0). La incubacion se llevo a
cabo durante 5,0 h. a 37°C.

Ademas, se diluy6 una solucién de anticuerpo estandar de referencia (el anticuerpo en 20 mM de histidina, 240 mM
de trehalosa, Tween 20 al 0,02 %, pH = 6,0, c = 16,5 mg-ml'1) hasta una concentracién de 1 mg-ml'1 con 50 mM de
tampon Tris/HCI (pH 8,0) como control adicional. La solucion estdndar de referencia se aplicé sin previa incubacién.

Las diversas soluciones de digestion del anticuerpo se aplicaron bajo condiciones no reductoras.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2388017 T3

Ejemplo 4
Comparacion de diferentes métodos de preparacion de la muestra
Sélo reducida:

Se redUJeron 43 pg del anticuerpo con 0,43 M de tricloroetilfosfato (0,5 M en H>QO) a una concentraciéon de ¢ = 1
mg- ml™. Con este proposito, se anadleron 38 pl de la solucion TCEP (0,5 M en H20) a 5 yl de la solucién del
antlcuerpo sin estrés (c = 8.55 mg- ml”’ ) y se incubd durante 30 min. a 37°C. Subsiguientemente, se diluyo la solucion
del anticuerpo con acido férmico (1 %, v/v) a una proporcion de 1:2 (v/v). Tras la dilucién con acido férmico, la
concentracion del anticuerpo era de 0,5 mg: mi™. La proporcion de acido formico era de 0,5 % (v/v). La solucion
obtenida se centrifugd (Minispin, Eppendorf) durante 2 min. a 13.400 rpm. Se sustrajo cuidadosamente el
sobrenadante con una pipeta y se transfirid a un tubo analitico. Se aplicaron 4 pl (2 pg) del anticuerpo a la columna
en los experimentos LC/MS.

Digestion con IdeS y reduccion:

La dlgestlon con IdeS se llevé a cabo mediante la incubacion de 43 g del anticuerpo a una concentramon de 1
mg- ml™". Con este proposito, se diluyeron 5 ul de la solucién del anticuerpo sin estrés (¢ = 8, 55 mg-ml ) con 34 pl del
tampodn Tris/HClI a 50 mM (pH 8.0), se afiadieron 4 pl de la solucion IdeS (0,25 mg- ml" en 50 mM de tampodn
Tris/HCI (pH 8,0)) y se incubaron durante 2 h. a 37°C. A continuacién se redujeron con 0,25 M de TCEP (0,5 M en
H20) a una concentramon de 0,5 mg- ml™. Con este propésito, se anadieron 35 ul de la solucion del anticuerpo
digerido (¢ = 1 mg-ml’ ) a 35 yl de la solucién TCEP (0,5 M in H20) y se incub6 durante 30 min. a 37°C.
Subsiguientemente, se diluyé la solucidn del anticuerpo con &cido férmico (1 %, viv) a una proporcion de 1:2 (v/v).
Tras la dilucion con acido formico, la concentracion del anticuerpo era de 0,25 mg-ml™. La proporcion de acido
formico era de 0,5 %. La solucion del anticuerpo obtenida se centrifugd (Minispin, Eppendorf) durante 2 min. a
13.400 rpm. Se sustrajo cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta y se transfirid6 a un tubo analitico. Se
aplicaron 8 pul (2 ug) del anticuerpo a la columna en los experimentos LC/MS.

Ejemplo 5
Método analitico LC-MS

En primer lugar, el anticuerpo se digirid6 con IdeS, luego se deglicosilé y, subsiguientemente se redujo para los
analisis LC/MS para caracterizar los productos de degradacioén del anticuerpo.

Digestion con IdeS

Para la digestion con IdeS, en cada caso se afiadieron 4 ul de la solucion de IdeS (c = 0,25 mg- ml”" en 50 mM de
tampon Trls/HCI pH 8,0) a 7,9 pl del anticuerpo bajo estrés (c = 6,26 mg-ml’ ) y a 5,8 pl del anticuerpo sin estrés (c =
8,55 mg- ml” ) La solucién se diluyé con 50 mM de tampon Tris/HCI (pH 8,0) hasta una concentracion del anticuerpo
de 1 mg: ml™ y se incubd durante 2 h. a 37°C. La proporcion entre la enzima y el anticuerpo era de 1:50.

Deglicosilacion con N-glucosidasa F

Se escindieron las glicoestructuras de la cadena pesada del anticuerpo con la ayuda de la enzima N-glucosidasa F.
Los azucares unidos mediante enlaces N-glicosidicos se escindieron tras la digestion con IdeS mediante la
incubacién a una concentracion del anticuerpo de 0,5 mg ml™ en 50 mM de tampon Tris/HCI (pH 8,0). La escision se
inici6 mediante la adicién de 0,5 pl (actividad: 10 U-mI’ ) de N-glucosidasa F. La incubacion se llevé a cabo durante 4
h.a 37°C.

Reduccion - Ejemplo 1

La reduccion se llevd a cabo tras la digestion con IdeS y la deglicosilacion mediante la adicion de 60 pl de TCEP
(tricloroetilfosfato; 0,5 M en H,0O). Subsiguientemente, la mezcla se dlluyo con &cido férmico (1 %, v/v) a una
proporcion de 1:2 (v/v) para obtener una concentracion de 0,16 mg- ml” del anticuerpo en la solucién de reduccion.
La concentracién de TCEP era de 0,1 M, la proporcién del acido férmico en la solucién era de 0,5 % (peso/volumen).
La incubacion se llevd a cabo en presencia de acido formico y TCEP durante 30 min. a 37°C. Subsiguientemente, la
solucion del anticuerpo que se obtuvo se centrifugdé durante 2 min. a 13.400 rpm (Minispin, Eppendorf). Se sustrajo
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta y se transfiri6 a un tubo analitico. Se aplicaron 13 ul (2 ug) del
anticuerpo a la columna en el experimento LC/MS (figura 8).

Reduccién - Ejemplo 2

La reduccion se llevo a cabo tras la digestion con IdeS y la deglicosilacion mediante la adicion de 60 pl de TCEP
(tricloroetilfosfato; 0,5 M en H;O). Subsiguientemente, la mezcla se diluyd con acido férmico (1 %, v/v) a una
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proporcion de 1:2 (v/v) para obtener una concentracion de 0,16 mg-ml'1 del anticuerpo en la solucion de reduccion.
La concentracion de TCEP era de 0,1 M, la proporcién del acido férmico en la solucién era de 0,5 % (peso/volumen).
La incubacion se llevé a cabo en presencia de acido formico y TCEP durante 10 min. a 70°C. Subsiguientemente, la
solucién del anticuerpo que se obtuvo se centrifugd durante 2 min. a 13.400 rpm (Minispin, Eppendorf). Se sustrajo
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta y se transfirid a un tubo analitico. Se aplicaron 13 pl (2 pg) del
anticuerpo a la columna en el experimento LC/MS (figura 9).

Procedimiento de separacion mediante RP-HPLC

La separacion mediante RP de las preparaciones se llevd a cabo en un sistema Agilent 1100 Cap-LC equipado con
un microdesgasificador, una bomba capilar, un microautomuestreador con una unidad de control de la temperatura,
un horno de columna y un detector de multiples longitudes de onda (Agilent, Waldbronn). Se utilizé una columna
Jupiter C18 (Phenomenex, Aschaffenburg) de 3,5 ym de tamafio de las particulas, un tamafio del poro de 300 A y
que tiene unas dimensiones de 1,0 x 250 mm para la separacion estandar, que representa el punto de referencia. La
separacion cromatografica se llevé a cabo a 75 °C y a una velocidad de flujo de 40 pl-min'1. Se aplicaron dos pg del
anticuerpo en la columna para cada preparacion. Los componentes de la muestra se eluyeron con un gradiente
binario que se mezclé a partir del eluyente A (acido féormico al 0,5 % en H>O (v/v)) y el eluyente B (2-propanol al 70
%, acetonitrilo al 20 %, H2O al 9,5 % y acido formico al 0,5 % (v/v)). La tabla 7 muestra el perfil del gradiente
utilizado en la elucién.

Tabla 7: perfil del gradiente para el tiempo de separacién mediante RP

Tiempo [min.] Eluyente B [%] Pendiente [eluyente B- min.”"]
0 20 -

7 20 0

9 25 2,50

29 50 1,25

32 100 16,67

37 100 0

38 20 -80

50 20 0

Los componentes de la muestra eludidos se detectaron con la ayuda de un detector UV a una longitud de onda de
280 nm. Para el analisis de masas TOF online, se acoplé el sistema HPLC con un espectrometro de masas LCT
para micromasas (Waters, Eschborn). Se registré un valor blanco mediante la inyeccién de 10 ul del eluyente A.

Andlisis espectrométrico de masas

El analisis de masas ESI-TOF online del eluyente de la separacién por LC se llevo a cabo en un espectrémetro de
masas LCT para micromasas (Waters, Eschborn) que estaba equipado con una fuente de de iones en
electropulverizacion. Los datos se registraron dentro de un intervalo de masa de entre 600-2000 UMA (unidades de
masa atémica) en el modo positivo (ES+) a una temperatura del cono de 80°C y a una temperatura de desolvatacion
de 100°C. El voltaje capilar fue de 3000 V, el voltaje del cono fue de 30 V, el voltaje de las lentes RF fue de 400 V y
el voltaje del cono de extraccion fue de 1 V. Los otros ajustes de los parametros para el andlisis de masas ESI-TOF
se resumen en la tabla 8.

Tabla 8: Ajustes de los parametros del espectréometro de masas LCT

Parametro Ajustes
Apertura (V) 2,0
Aceleracion (V) 200
Foco (V) 0,0
Direccion (V) 0,7
Energia ionica (V) 29,0
Lente del tubo (V) 28,0
Tubo de vuelo TOF (V) 4600,0
Reflectron (V) 1770,0

17



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2388017 T3

Flujo de gas del cono (I/h.) 64
Flujo de gas de desolvatacion (I/h.) 392
Resolucion 4000,0
Masa de bloqueo 0,0000
Ventana de masa +/- 1,0000

La calibraciéon de un punto (determinacion LTeff) se llevé a cabo utilizando H3PO4 al 0,085 % en acetonitrilo al 50 %,
que se introdujo en el espectrémetro de masas a una velocidad de flujo de 5 pl'-min-1 con la ayuda de una bomba
Hamilton (bomba 11, Harvard Apparatus). La precision de la masa fue de ~ 100 ppm. Los datos se evaluaron con la
ayuda del programa de registro de datos Mass Lynx 4.0.

Ejemplo 6
Comparacion de los espectros de masa de la columna Pursuit de difenilo con los de la columna Jupiter C18

Del mismo modo que con la columna Jupiter C18, la columna Pursuit de difenilo sélo posibilité una separacion
parcial de las especies oxidadas de HC-Fc (23.778 Da) en un hombro previo al pico 1 (cf. figura 8). Tampoco se
consiguié mejora alguna en la separacion para la especie de piroglutamato de la cadena ligera del anticuerpo. Esta
eluyé en la columna Jupiter C18, asi como en la columna Pursuit de difenilo, en el pico 3a con una resolucion
comparable. El fragmento HC-Fab (aminoacidos (AA) 1-220) también coeluyé en las dos columnas junto a la especie
intacta de HC-Fab en el ultimo pico del perfil de elucién. De este modo, tampoco fue posible separar este fragmento
en un pico discreto de la separacion utilizando la columna Pursuit de difenilo. Una comparacion de los perfiles de
masa de las columnas Jupiter C18 y Pursuit de difenilo mostré adicionalmente que la masa del pico 3b de la
columna Pursuit de difenilo se correlaciona con el pico 4 de la columna Jupiter. Ambas mostraron una masa de
33.630 Da, que puede asignarse a la enzima IdeS. Ademas, el pico 5 de la columna Pursuit de difenilo se
correlaciona con el pico 5 de la columna Jupiter C18. En ambos casos, aparecen la masa del complejo HC-Fab-LC
que contiene tioéter (48.918 Da), la masa del fragmento HC-Fab reducido incompletamente (25.377 Da) y la masa
de la N-glucosidasa F (34.783 Da).

En contraste, el pico 4 de la columna Pursuit de difenilo no se correlaciona con ningun pico de la columna Jupiter
C18 y, por consiguiente, constituye una diferencia en el perfil de elucién de la columna Jupiter C18. Este pico
muestra una masa de 48.916 Da que puede asignarse a la especie de tioéter y la masa 49.118 Da. Esta masa se
corresponde al peso molecular de la cadena pesada del anticuerpo. Asi, la masa de 49.118 Da representa la cadena
pesada intacta del anticuerpo, que se escinde mediante IdeS, que se ha separado de la molécula de anticuerpo
restante mediante reduccién durante el curso de la preparacion de la muestra.

Las diferencias en la comparacién de los perfiles de eluciéon de las dos columnas también se observan en el caso del
pico 1a, que no se detecta en el perfil de eluciéon de la colunma Jupiter C18. En el pico 1a de la columna Pursuit de
difenilo se separa una especie que tiene una masa de 20.037 Da. Es posible asignarla al fragmento HC que se ha
formado como resultado de una escisién Asp-Pro entre el acido aspartico 271 (D271) y la prolina 272 (P272). La
masa tedrica del fragmento C-terminal de la escision Asp-Pro tiene un valor de 20.033 Da. Dado que esta masa
aparece en el espectro de masa del anticuerpo bajo estrés, asi como en el espectro de masa del anticuerpo sin
estrés, este producto de escisiéon no es un producto de degradacién obtenido como resultado de la incubacion a
40°C, sin embargo es un producto de degradacién del anticuerpo que sélo puede separarse con la columna Pursuit
de difenilo. En el caso de la columna Jupiter C18, este fragmento aparece junto a la especie oxidada en el hombro
del pico 1, lo que indica un mejor rendimiento de separacion para la columna Pursuit de difenilo.

Una comparacién entre las columnas de difenilo Pursuit y Jupiter C18 muestra que la columna Pursuit de difenilo
tiene unas propiedades de separacion mejores que las de la columna Jupiter C18, en aspectos particulares (cf. picos
1a y 4) y tiene unos resultados comparables en otros sentidos. De este modo, fue posible mejorar efectivamente la
separacion de las especies del anticuerpo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la detecciéon de anticuerpos IgG y de fragmentos de anticuerpo IgG en una muestra,
caracterizado de manera que incluye los siguientes pasos in vitro:

a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo IgG y/o fragmentos de anticuerpo 1gG
b) incubar la muestra proporcionada segun a) con
iv) la proteasa de cisteina ldeS especifica para IgG,
V) N-glucosidasa F,
Vi) el agente reductor tricloroetilfosfato y acido formico
donde la incubacion en los pasos b)-i), b)-ii) y b)-iii) es secuencial,
c) analizar la muestra incubada segun b) mediante una cromatografia liquida acoplada a una espectrometria de
masas para detectar el anticuerpo intacto y/o para detectar fragmentos del anticuerpo contenidos en la muestra que
se proporciona segun a).

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado de modo que la proteasa de cisteina especifica para
IgG tiene la secuencia de aminoacidos Id. de Sec. N°: 1.

3. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-2, caracterizado de modo que la glucosidasa tiene la
secuencia de aminoacidos Id. de Sec. N°: 2.

4. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado de modo que la cromatografia
liquida es una cromatografia liquida de fase reversa.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado de modo que la cromatografia emplea un material de
cromatografia con residuos C8 o C18.

6. El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-3, caracterizado de modo que la cromatografia liquida es
una cromatografia de interaccién hidrofébica.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado de modo que la cromatografia de interaccion
hidrofébica emplea un material de cromatografia con residuos de difenilo.

8. La utilizacion de la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG procedente de Streptococcus pyogenes para la
deteccién de anticuerpos IgG y de fragmentos de anticuerpo IgG en una muestra, caracterizado de modo que la
muestra se incuba con la proteasa de cisteina especifica para IgG y, después de la incubacién con la N-glucosidasa
F procedente de Flavobacterium meningosepticum, el agente reductor tricloroetilfosfato y el acido férmico, los
fragmentos obtenidos se analizan mediante una cromatografia liquida acoplada a una espectrometria de masas.

9. Un kit para la deteccion de anticuerpos IgG y de fragmentos de anticuerpo IgG, caracterizado de modo que el kit
contiene

i) la proteasa de cisteina IdeS especifica para IgG procedente de S. pyogenes,
i) la glucosidasa N-glucosidasa F procedente de Flavobacterium meningosepticum, y

iiil) tricloroetilfosfato y acido férmico.
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 7
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