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1. INTRODUCCION

El Pembrolizumab (Keytruda®), es el lider de los
anticuerpos monoclonales terapéuticos en términos de
Indicaciones aprobadas y ventas de mercado. El Centro
de Inmunologia Molecular (CIM) desarrolld un biosimilar
de pembrolizumab en la linea celular CHO-K1. El objetivo
de esta Investigacion es analizar la influencia de los
cambios en el medio de cultivo en las caracteristicas
fisico-quimicas y biologicas del farmaco.

» Cultivo de perfusion semicontinua :

Cinco medios diferentes

eCondicion 1(C1): MB02/MB03 80/20 (CIM)

eCondicion 2(C2):CIM+2 % de A+ 0,2 % de B
eCondicion 3(C3):CIM+4 % deA+0,4% de B
eCondicion 4(C4):CIM+6 % de A+ 0,6 % de B
eCondicion 5(C5): CIM+8 % de A+ 0,8 % de B

» Purificacion : Proteina A — Exclusion molecular

» Control Positivo(CP): Lote liberado de Pembrolizumab .

2. METODOLOGIA

Pureza: SDS-PAGE, SEC-HPLC, DLS
ldentidad: Western Blot, ICIEF.

Actividad biologica: ELISA de inhibicion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
Pureza ldentidad por Western Blot

Tabla 1. Pureza del monomero determinada por HPLC, diametro promedio e indice de

polidispersidad de las particulas obtenidos por DLS. R S G U Ol

Muestras Pureza del Diametro promedio Indice de Polidispersidad
monomero (%) (nm) polidispersidad
CP 99,42 11,1+ 0,17 0,052 £ 0,0030 Monodispersa
C1 99,19 21,43 + 2,83 0,28 + 0,044 Heterodispersa
C2 99,39 351,26 + 5,89 0,22 £0,011 Heterodispersa
C3 99,40 11 +0,17 0,067 £ 0,015  Monodispersa | 5 o
cA 99 51 121 40,35 0.13 + 0,017 Heterodispersa Flgutr)a 1I._ Evaltéauon de la identidad por Western Blot del AcM
c5 99,53 188,45+ 13,081  0,211+0,009 Heterodispersa Pembrolizumab.
*Perfil electroforético similar entre condiciones y con el CP. No mostrado.
2., Perfil de 1soformas
o [ = Pembrolizumab CP
7]:17' '::Ij;ifc:qc“* '6~ Exposure: o.ooslj 80-
’ ,,,,,,,,,,,,,,, N CP
fagsga Exposure:0.00S':: - C1
_ = - al C2
mmmmmmmmmmmmmm : - C3
g 783 1 . e
mmmmmmmmmmmmmmm CS
Pembrolizumab CS5 @6
7 &6\
45 0\0
Figura 2.(A) Perfil de isoforma$ obtenido por iclEF. (B) Area (%) que representa cada isoformas por muestra.
N : * El biosimilar de pembrolizumab obtenido presento un
" y. o porcentaje de pureza elevado mayor al 99 % vy las
- Muestras Potencia relativa (%) diferencias se encontraron en la agregacion y la
s ~CP 100 microheterogeneidad de carga.
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2 : aprobados por el CIM.
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Concentracién (ug/mL) biosimilar de pembrolizumab, excepto en el perfil de
Figura 3. Porciento de inhibicion de cada muestra segun su concentracion y su iIsoformas.

potencia relativa con respecto al CP determinado por un ELISA de inhibicion.



