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Abstract
I gruppi N-glicanici dei prodotti bioterapeutici possono influenzarne 
l’immunogenicità, la farmacocinetica e la farmacodinamica, rendendo la loro 
caratterizzazione una parte essenziale del processo di sviluppo. Un approccio 
comune consiste nel derivatizzare gli N-glicani rilasciati per via enzimatica con 
un colorante fluorescente per separare e rilevare la miscela di glicani e valutare la 
distribuzione relativa delle loro specie. Per la separazione mediante elettroforesi 
capillare (EC), il colorante carico negativamente 8-aminopirene-1,3,6-trisolfonato 
(APTS) viene usato frequentemente per permettere la migrazione di specie neutre di 
glicani. Usando i metodi tradizionali, spesso per essere completata la preparazione 
dei campioni di N-glicani marcati con APTS richiede diverse ore o persino giorni.

Presentiamo un flusso di lavoro con APTS come aggiunta alla piattaforma di 
preparazione degli N-glicani Agilent AdvanceBio Gly-X (precedentemente ProZyme) 
dove N-glicani marcati con APTS sono pronti per l’analisi mediante EC o UHPLC 
in ~2,5 ore. Le separazioni di glicani marcati con APTS da Rituxan ed Enbrel sono 
mostrate su due piattaforme EC e UHPLC-HILIC.

Sviluppo di un flusso di lavoro rapido 
per la preparazione di campioni con 
APTS per il rilascio e la marcatura di 
N-glicani
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Introduzione
Oltre il 60% dei farmaci bioterapeutici è 
glicosilato1, inclusi anticorpi monoclonali 
(mAb), proteine di fusione Fc, fattori 
della coagulazione e citochine come 
l’eritropoietina. La struttura dei 
glicani N-linked può giocare un ruolo 
fondamentale nella farmacologia delle 
proteine terapeutiche, con possibili effetti 
sull’immunogenicità, la farmacocinetica 
e la farmacodinamica2,3. Questo rende la 
caratterizzazione degli N-glicani una parte 
essenziale del processo di sviluppo dei 
farmaci bioterapeutici. Gli N-glicani non 
contengono un cromoforo o fluoroforo 
adatto alla rilevazione in linea, per cui 
per la separazione mediante EC essi 
vengono generalmente derivatizzati 
con marcatori fluorescenti come l’APTS 
mediante amminazione riduttiva dopo 
rilascio enzimatico con PNGase F. 
I metodi tradizionali di marcatura con 

APTS richiedono diversi passaggi, 
inclusa l’evaporazione dei glicani rilasciati 
prima della marcatura e la successiva 
purificazione dell’eccesso di marcatore 
APTS, che possono richiedere ore se 
non giorni per essere completati. La 
preparazione rapida di N-glicani GlykoPrep 
con marcatura APTS ha semplificato il 
processo di preparazione dei campioni 
riducendolo a 4-5 ore.4 La preparazione 
degli N-glicani Agilent AdvanceBio Gly-X 
con APTS Express (precedentemente 
ProZyme) è un flusso di lavoro semplificato 
in cui i campioni sono generalmente 
pronti per l’analisi in 2,5 ore (Figura 1). Una 
deglicosilazione in soluzione di cinque 
minuti con PNGase F su una piastra per 
PCR a 96 pozzetti rilascia N-glicani ed è 
permessa da un reagente di denaturazione 
che migliora l’esposizione dei siti di 
N-glicosilazione per una rapida scissione 
enzimatica a temperatura elevata. 

In seguito alla rapida conversione delle 
glicosilammine (-NH2) alla loro forma 
con estremità riducente libera (-OH), gli 
N-glicani sono caricati su una matrice di 
purificazione in una piastra di filtrazione 
sotto vuoto a 96 pozzetti. La marcatura 
APTS Express degli N-glicani mediante 
amminazione riduttiva (un’ora) viene 
effettuata sulla matrice di purificazione, 
eliminando la necessità di essiccare i 
campioni di glicani prima della marcatura 
come si faceva nei flussi di lavoro 
tradizionali con APTS. Dopo la marcatura, 
il marcatore APTS libero e gli altri 
componenti della reazione vengono lavati 
via dai glicani marcati con APTS legati alla 
matrice; segue poi l’eluizione in acqua dei 
campioni di N-glicani marcati con APTS. 
Il flusso di lavoro con APTS è supportato 
da diversi standard di migrazione marcati 
con APTS, N-glicani singoli e librerie di 
N-glicani5 ed esoglicosidasi.

Figura 1. Flussi di lavoro per la preparazione dei campioni di N-glicani: Agilent GlykoPrep con APTS e Agilent AdvanceBio Gly-X con APTS Express di nuova generazione.
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Materiali e metodi

Preparazione del campione
I campioni di N-glicani ottenuti da 
MabThera, lotto n. H0102B03 (rituximab) 
ed Enbrel, lotto n. R170724 (etanercept) 
sono stati preparati con Agilent 
AdvanceBio Gly-X N-Glycan Prep con 
APTS Express (GX96-APTS) e Agilent 
GlykoPrep Rapid N-Glycan Prep con APTS 
(GP96NG-APTS) seguendo i protocolli 
consigliati standard, usando 40 µg di 
proteine per la preparazione di Gly-X e 
50 µg di proteine per Agilent GlykoPrep.

Separazioni EC
Gli N-glicani marcati con APTS sono stati 
separati mediante:

•	 Sistema di analisi dei glicani Agilent 
Gly-Q (precedentemente ProZyme) 
con rilevamento a fluorescenza 
indotta da LED (LEDIF), Ex/Em (nm) 
310/>385 (codice prodotto GQ2100), 
con iniezione elettrocinetica e 
separazione in due minuti.

•	 Sistema EC Sciex PA800-plus 
con rilevamento a fluorescenza 
indotta da laser (LIF), Ex/Em (nm) 
488/520. Capillare N-CHO, lunghezza 
alla finestra: 50 cm; lunghezza 
totale: 60 cm. Elettrolita: tampone 
di separazione dei carboidrati. 
Pressione di iniezione del campione: 
0,5 psi per 10 secondi. Tensione 
e tempo di separazione: 30 kV 
per 27 minuti, temperatura della 
cartuccia: 20 °C.

UHPLC-HILIC
La separazione mediante cromatografia 
liquida ad interazione idrofila (HILIC) di 
glicani marcati con APTS con rivelazione 
a fluorescenza (FLD) è stata eseguita su 
una colonna ammidica (2,1 x 150 mm, 
1,7 µm) usando una temperatura della 
colonna di 60 °C e un gradiente da 30 
a 60% di formiato di ammonio 50 mM 
pH 4,4 tra 2 e 50 minuti a un flusso di 
0,4 mL/min.

I glicani marcati sono stati monitorati 
mediante FLD, Ex/Em (nm) 473/520. 
Le assegnazioni dei glicani sono state 
effettuate mediante confronto con 
i dati Agilent esistenti e con quelli 
in letteratura.6

Trattamento con sialidasi A di glicani 
APTS Express
In una piastra per PCR è stato aggiunto 
1 µL di sialidasi A (GK80040) a 75 µL 
di glicani marcati con APTS Gly-X, poi 
incubati a 50 °C per 10 minuti. I campioni 
sono stati lasciati raffreddare e iniettati 
nel sistema EC Gly-Q.

Risultati e discussione

Prestazioni di APTS Express
In APTS Express è raccomandata 
l’introduzione di quantità di campioni 
comprese tra 10 e 40 µg. Profili di glicani 
simili sono stati osservati nell’intervallo 
1-200 µg per MabThera e 10-200 µg per 
Enbrel (dati non mostrati).

La purificazione APTS Express 
rimuove >99% di colorante libero (dati 
non mostrati) e riduce al minimo la 
distorsione per i glicani singoli (Figura 2). 
Inoltre, la purificazione preserva le specie 
sialilate dei glicani, come evidenziato 
nella Figura 3.

Figura 2. Flussi di lavoro per la preparazione dei campioni di N-glicani: Agilent GlykoPrep con APTS e Agilent 
AdvanceBio Gly-X con APTS Express di nuova generazione.

Ar
ea

 %
 re

la
tiv

a 
di

 N
-g

lic
an

o

G0F G1F[6] G1F[3] G2 G2F G1FS1 A1 A1F A2FA2

No CU
CU

0

5

10

15

20

25

0

5

10

15

20

25
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La riproducibilità è stata valutata 
preparando sei replicati di MabThera ed 
effettuando la separazione con il sistema 
Agilent Gly-Q (Figura 4). Per i picchi 
principali dei glicani, %CV era inferiore 
al 3%.

Separazioni EC
Agilent AdvanceBio Gly-X con APTS 
Express è un kit aperto che permette la 
separazione su svariati sistemi EC. 

Gli N-glicani di Rituxan ed Enbrel sono 
stati separati sui sistemi EC Agilent Gly-Q 
(Figure 5A e 6A) e Sciex PA800 Plus 
(Figure 5B e 6B).

Il modulo di purificazione APTS 
AdvanceBio Gly-X rimuove >99% 
del colorante libero e permette una 
separazione pulita nella parte iniziale 
dell’analisi.
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Figura 4. Riproducibilità di Agilent Gly-X APTS Express. Sono stati preparati sei replicati di MabThera, separati sul sistema EC Agilent Gly-Q, mostrati in (A). L’area % 
relativa e la CV % per i principali picchi di glicani sono mostrate in (B).
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Figura 5. N-glicani di MabThera preparati con Agilent Gly-X APTS Express, separati mediante: A) EC su sistema Agilent Gly-Q, B) EC su PA800 plus e C) UHPLC-HILIC.
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Figura 6. N-glicani di Rituxan preparati con Agilent Gly-X APTS Express, separati mediante: A) EC su sistema Agilent Gly-Q, B) EC su PA800 plus e C) UHPLC-HILIC.
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Separazione UHPLC-HILIC
Esempi di N-glicani da MabThera ed Enbrel 
marcati usando AdvanceBio APTS Express 
e separati mediante HILIC sono mostrati 
rispettivamente nelle Figure 5C e 6C.

I glicani marcati con APTS possono 
essere separati mediante HILIC su 
strumenti UHPLC o HPLC. I picchi dei 
glicani APTS, però, sono più larghi 
che con altri coloranti per N-glicani 
usati abitualmente per l’HILIC (ad 
esempio InstantPC e 2-AB). Può essere 
necessario un gradiente HILIC che inizia 
con una bassa percentuale di composti 
organici in quanto i glicani APTS sono 
più polari e quindi più trattenuti con una 
HILIC rispetto ai glicani marcati con 2-AB 
e ai glicani marcati con altri coloranti.

Trattamento con sialidasi A di glicani 
APTS Express
La sialidasi A (GK80040) rilascia 
acido sialico α(2,3)-, α(2,6)-, α(2,8)- e 
α(2,9)‑legato dai glicani marcati con APTS 
e può facilitare l’assegnazione dei picchi.

Il trattamento di 10 minuti con sialidasi 
A degli N-glicani di Enbrel causa 
lo spostamento dei picchi sialilati 
sull’elettroferogramma Gly-Q in posizione 
neutra (Figura 8). Ad esempio, A2F si 
sposta in G2F e A1F si sposta in G1F.

Figura 7. Confronto tra gli N-glicani marcati con Agilent AdvanceBio Gly-X APTS Express e Agilent GlykoPrep 
APTS. Gli N-glicani marcati di MabThera sono stati preparati e separati su PA800 plus.
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Conclusione
La marcatura con Agilent AdvanceBio 
Gly-X APTS Express di N-glicani rilasciati 
offre risultati riproducibili e affidabili 
che possono essere confrontati 
direttamente ai dati storici, ad esempio 
Agilent GlykoPrep con APTS. L’utilizzo dei 
tradizionali marcatori APTS garantisce la 
continuità dei dati nei progetti in corso.

Agilent AdvanceBio Gly-X APTS Express 
offre un flusso di lavoro rapido (~2,5 ore) 
con marcatura APTS tradizionale senza 
dover ricorrere a lunghi passaggi di 
evaporazione, abbreviando il tempo 
necessario per ottenere i risultati. I dati 
ottenuti da AdvanceBio Gly-X N-Glycan 
Prep con APTS Express sono comparabili 
con quelli di Agilent GlykoPrep Rapid 
N-Glycan Prep con APTS. Il kit EC aperto 
permette di usare la soluzione di marcatura 
AdvanceBio Gly-X APTS Express di nuova 
generazione su altri strumenti EC e la 
separazione mediante UHPLC-HILIC.
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