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Resumen

Este estudio destaca las ventajas de la columna de C18 inerte Agilent Altura
ZORBAX Eclipse Plus para el mapeo de péptidos. En comparacion con el
hardware de acero inoxidable, la columna Altura mejora la forma de los picos,

la reproducibilidad y la resolucion, especialmente para los péptidos hidréfobos

y modificados. En el analisis por LC/MS de péptidos sintéticos de AcM y de
Herceptin digerido con tripsina, la columna inerte permitié la identificacion fiable
de modificaciones postraduccionales, con una mejora en la forma de los picos

y la resolucion de los péptidos desamidados. Al mejorar la separacion de las
variantes desamidadas, esta columna demuestra ser Util para los flujos de trabajo
biofarmacéuticos que requieren una alta sensibilidad y precision.



Introduccion

El mapeo de péptidos, utilizado para confirmar secuencias
de proteinas e identificar modificaciones postraduccionales
(PTM), es una técnica clave en el desarrollo biofarmacéutico.
No obstante, las interacciones entre los analitos y las
superficies metalicas del hardware de cromatografia liquida
(LC) pueden afectar a la sensibilidad y a la resolucion,
especialmente en el caso de los péptidos con carga o
fosforilados. En estudios recientes se ha destacado la
importancia de que las rutas de flujo y el hardware de la
columna sean inertes para mitigar estos problemas.’?

En un estudio anterior, se optimizé un método de mapeo de
péptidos utilizando la columna AdvanceBio Peptide Mapping
para reducir el tiempo de andlisis de 2,5 horas a 1 hora
mediante el aprovechamiento de particulas de la columna
de C18 ZORBAX RRHD Eclipse Plus con un tamafio inferior
a2 umy un sistema de UHPLC.® A pesar de la significativa
reduccion del tiempo de analisis, se observaron perfiles de
elucion de péptidos comparables entre la columna de mapeo
de péptidos AdvanceBio y la columna de C18 ZORBAX RRHD
Eclipse Plus, lo que garantiza que los métodos se pueden
trasladar y obtenerse resultados analiticos uniformes en
diferentes tecnologias de columna. Esta mejora permite
analizar un mayor numero de muestras y reduce el consumo
de disolventes sin afectar al desempefio.

Para mejorar todavia mas el desempefio, las columnas C18
inertes Altura ZORBAX Eclipse Plus de Agilent incorporan

la tecnologia Ultra Inert, disefiada para minimizar las
interacciones entre el metal y los analitos a la vez que se
mantiene la resistencia mecénica del acero inoxidable (SS).

En este estudio se compara el desempefio de las columnas
inertes Altura con el de otras columnas de acero inoxidable
convencionales usando el sistema de LC Agilent 1290 Infinity Il
Bioy el sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio para
el andlisis por LC/MS/MS de péptidos sintéticos y muestras de
anticuerpos monoclonales (AcM) digeridas.

Seccion experimental

Preparacion de las muestras

Herceptin se digirié con tripsina siguiendo un protocolo*
descrito anteriormente, aungue con modificaciones.

En concreto, la digestion se llevé a cabo con tripsina utilizando
una relacion proteina:enzima de 50:1. En el protocolo anterior,
se utilizé tripsina/Lys-C con una relacion proteina:enzima de
25:1 sin etapa de limpieza de las muestras.

Antes del analisis por LC/MS, las muestras se limpiaron

en una columna de C18 de centrifugacion para eliminar
impurezas y prolongar la vida util de la columna.

Columnas analiticas
Columna de C18 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus
2,1 x 150 mm, 1,8 um; (ref. 959759-902)

Columna de C18 inerte Agilent Altura ZORBAX Eclipse Plus
2,1 x 150 mm, 1,8 pm; (ref. 204215-308)

Instrumentos

Se llevo a cabo un andlisis por LC/MS utilizando una
de las siguientes configuraciones del instrumento:

— Bomba de alta velocidad Agilent 1290 Infinity Il Bio (G7132A)

— Muestreador multiple Agilent 1290 Infinity Il Bio
con termostato de muestras (G7137A)

- Termostato multicolumna Agilent 1290 Infinity Il (G7116B)

— Sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio
(G6549AA)

Tabla 1. Parametros del sistema de LC.

Sistema de LC Agilent 1290 Infinity Il Bio

Parametro Valor
Fase mévil A Agua con &cido férmico al 0,1 %
Fase mévil B Acetonitrilo con &cido férmico al 0,1 %
Temperatura de la columna 60 °C
Flujo 0,4 ml/min

Temperatura del muestreador | 8°C

Tiempo (min) %B

0,00

1,00 2
Gradiente 1 para 7,00 38
péptidos sintéticos 7,10 80

9,00 80

9,10 2

14,0 2

Tiempo (min) %B

Gradiente 2 para la 2 2
muestra de Herceptin 42 42
1ues reep 43 80
digerida con tripsina 47 80

48 2

55 2




Tabla 2. Parametros del sistema de MS.

Parametro

Valor

Adquisicién: MS

Sistema de LC/Q-TOF Agilent 6545XT AdvanceBio
Parametro Valor

FERE AJS ES] ’dual eln'modo de

ionizacion positiva
Fuente

Temperatura del gas de secado (TGS) 250°C

Flujo de gas de secado 10 I/min

Temperatura del gas envolvente 250 °C

Flujo de gas envolvente 12 1/min

Presién del nebulizador 25 psi

Voltaje del capilar 3500V

Tensioén de la boquilla ov

Fragmentador 95V

Skimmer 50V

Tabla 3. Pardmetros de energia de
colision del sistema de MS/MS.

Energia de colisién en rampa
Carga Pendiente Compensacion
2 31 1
3 36 -4,8
>3 3,6 -4,8

Modo de adquisicion

Intervalo analitico ampliado (2 GHz)

Intervalo de masas

m/z de 100 a 3000

Velocidad de barrido

1 espectro/s

Masa de referencia

121,0509, 922,0098

Adquisicion:

MS/MS

Modo de adquisicién

MS/MS automatizada

Intervalo de masas

m/z de 100 a 3000

Velocidad de barrido

3 espectros/s

Anchura del aislamiento (MS/MS)

Medio (~4 uma)

Precursores maximos por ciclo

5

Umbral para MS/MS

6000 recuentos y 0,001 %

Carga del ion precursor

2+, 3+, > 3+

Objetivo

50 000 recuentos/espectro

Tabla 4. Software Agilent MassHunter BioConfirm. Pardmetros de procesamiento de la versién 12.1.

Flujo de trabajo y secuenciaciones

Flujo de trabajo

Muestra de proteina digerida

Condiciones

Reducidas

Secuencias

Herceptin (alquilacion directa), tripsina

Modificaciones variables

Desamidacién, GO, GOF, GOF-GIcNAc, G2, G2F, H5N3F1-1, metilacién, oxidacion (M, W), pirrolidona-glutamico (Glu)

Enzimas

Tripsina

Encontrar péptidos

Filtros de biomoléculas

Mostrar moléculas que contengan espectros de MS/MS

Activado

Extraccion

Usar picos con altura

= 600 recuentos

Especies idnicas

lones positivos

H, Nar, K*, NH,*

Estado de carga

Modelo isotépico

Péptidos

Limitar los estados de carga asignados a un intervalo de

Tab

Filtros de picos (MS/MS)

Filtros de altura, altura absoluta activada

= 50 recuentos

Tolerancias de coincidencia

Coincidencia de masas

+ 5 ppm MST, + 20 ppm MS2

Grado de coincidencia

Avisar si el grado de coincidencia es < 7,00

No aceptar coincidencias si el grado de coincidencia es < 5,00 (cobertura de secuencias)

Reglas de coincidencia

Tipo de fragmentacién en MS/MS CID
Numero de escisiones no detectadas 2
Numero méximo de coincidencias por biomolécula 3
Intervalo de longitudes del péptido De3a70

Permitir Gnicamente el truncamiento en el extremo
aminoterminal o en el extremo carboxiterminal

Seleccionado

Nimero méximo de modificaciones

2




Resultados y comentarios

Evaluacion de las mejoras cromatograficas
proporcionadas por el hardware de columna inerte

Para evaluar las ventajas del hardware de la columna de

C18 inerte Altura ZORBAX Eclipse Plus en flujos de trabajo de
mapeo de péptidos, esta se compard con la columna de C18
de acero inoxidable ZORBAX RRHD Eclipse Plus. Se analizé
una mezcla de péptidos sintéticos que contenia secuencias
de AcM con el sistema de LC 1290 Infinity Il Bio acoplado

a un LC/Q-TOF 6545XT AdvanceBio.
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Las superposiciones iniciales de los cromatogramas de

iones seleccionados (Figura 1) mostraron tiempos de
retencion comparables entre ambas columnas. No obstante,
la inspeccion detallada de los péptidos individuales reveld
diferencias notables en la intensidad de la sefial, la forma

de los picos y la resolucion (Figura 2). Por ejemplo,
VVSVLTVLHQDWLNGK, un péptido hidréfobo y basico, presentd
picos mas anchos y una menor intensidad de la sefial en la
columna de acero inoxidable en comparacion con la columna
Altura. Esto sugiere que las interacciones entre el analito y el
metal en el hardware de acero inoxidable pueden afectar a la
recuperacion de las muestras y al desempefio cromatografico.
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Figura 1. Separacion cromatografica de péptidos de anticuerpos monoclonales sintéticos mediante hardware de columna de acero inoxidable y hardware de

columna de C18 inerte Agilent Altura ZORBAX Eclipse Plus.



x10° DTLMISR x10° ALPAPIEK x10° VVSVLTVLHQDWLNGK x10° VVSVLTVLHQDWLDGK
1,41 51 51 54
1,24 44 1 4]
g 10 4 Sin modificar
ss § 0,81 31 34 3
(&}
2 gj 2 2 24 Desamidado
Il i i 14
0.2 1 1
0 T T T T T T O T T T T T T O T T T T T T 0 T T T T T T
46 48 50 52 54 56 44 46 48 50 52 54 66 68 70 72 74 76 66 68 70 72 74 76
%108 x10° x10° x10%
1,41 54 5 54 Sin modificar
1,24 44 4 4
£ 10 3 3
c | b 34 4
Altura o 08 Desamidado
2 0,61 24 24 24
o O 4<
: i i 1]
0.2 1 1
O T T T T T T O T T T T T T O T T T T T T 0 T T T T T T
46 48 50 52 54 56 44 46 48 50 52 54 66 68 70 72 74 76 66 68 70 72 74 76
Tiempo de adquisicion (min) Tiempo de adquisicion (min) Tiempo de adquisicion (min) Tiempo de adquisicion (min)

Figura 2. Mejora de la forma de los picos y la resolucion de los péptidos desamidados mediante hardware de columna de C18 inerte Agilent Altura ZORBAX Eclipse

Plus en comparacion con hardware de columna de acero inoxidable.

El andlisis adicional de la variante desamidada
VVSVLTVLHQDWLDGK (donde la asparagina en la posicion
14 se convierte en &cido aspartico) demostrd una mejor
separacién con respecto a su homologa no modificada al
utilizar la columna Altura. Esta resolucion mejorada resulta
especialmente valiosa para detectar modificaciones quimicas
y postraduccionales, como la desamidacién, que constituye
un atributo critico de la calidad que debe caracterizarse en

el desarrollo biofarmacéutico.

Con el fin de cuantificar el beneficio del hardware inerte, se
inyectd un blanco en nuevas columnas de acero inoxidable

y Altura para lograr un acondicionamiento rapido, seguido

de 30 inyecciones consecutivas de la mezcla de péptidos de
AcM sintéticos (Figura 3). Los resultados mostraron que la
columna de acero inoxidable requiri¢ al menos 10 inyecciones
para lograr una recuperacion del drea de pico similar a la de
la columna Altura para los péptidos ALPAPIEK y DTLMISR.
En el caso del péptido VVSVLTVLHQDWLNGK, mas hidréfobo
y basico, la columna de acero inoxidable necesité casi

20 inyecciones para igualar el desempefio de la columna
Altura, lo que destaca la mayor rapidez de estabilizacion y
reproducibilidad superior de la columna inerte.
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Figura 3. Comparaciones cuantitativas de péptidos sintéticos utilizando una columna de acero inoxidable y una columna de C18 inerte Agilent Altura ZORBAX
Eclipse Plus. Las tendencias del drea relativa de los picos se representan a lo largo de 30 inyecciones. El hardware Altura muestra una estabilizacién mas rapida
y una mayor reproducibilidad en comparacion con las columnas de acero inoxidable, concretamente para los péptidos hidréfobos y basicos.



Los parametros de calidad del método cromatogréfica,
como el factor de cola (TF), un pardmetro utilizado para
cuantificar la asimetria de los picos, también respaldaron
estos hallazgos (Figura 4). Los valores de TF de ALPAPIEK
y DTLMISR fueron similares en ambas columnas, lo que
indica que las formas de los picos son comparables. Sin
embargo, el péptido VVSVLTVLHQDWLNGK presentd

un TF significativamente mejor con la columna Altura

(TF promedio = 1,3; n = 30) en comparacion con la columna
de acero inoxidable (TF promedio = 1,7, n = 30). Esto se
corresponde con las observaciones cualitativas de la Figura 2
y sugiere que el hardware inerte mejora la simetria de los
picos en péptidos dificiles.

Los valores de TF durante las 30 inyecciones revelaron que
la columna de acero inoxidable mejoré gradualmente con el
acondicionamiento, acercandose finalmente al desempefio
de la columna Altura. No obstante, la forma inicial deficiente
de los picos en la columna de acero inoxidable afectd
negativamente a la separacion de analitos con tiempos

de elucioén cercanos, como la del péptido desamidado
VVSVLTVLHQDWLDGK de su andlogo no modificado.
Como se muestra en la Figura 4C, la columna Altura logré
una mayor resolucion entre estas variantes, lo que permite
una identificacion mas fiable de la modificacién quimica.

A pesar del uso de un gradiente relativamente pronunciado
(6 % B/min durante 6 minutos), la columna Altura logré una
separacion de mayor calidad. Este hallazgo indica que existe
potencial para una optimizacion adicional, bien mediante

la ampliacion del gradiente o bien mediante la reduccion

de su pendiente para mejorar todavia mas la resolucion.

En general, estos resultados demuestran que la columna

de C18 inerte Altura ZORBAX Eclipse Plus no solo mejora el
desem cromatografico en la resoluciéon de modificaciones
qguimicas y postraduccionales, sino que también permite
analizar mas muestras y aporta una mejor caracterizacion
de las impurezas, lo que la convierte en una herramienta muy
valiosa para flujos de trabajo robustos de mapeo de péptidos.
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Figura 4. Parametros de calidad del método cromatografico para péptidos
sintéticos utilizando una columna de acero inoxidable y una columna de C18
inerte Agilent Altura ZORBAX Eclipse Plus. (A) Factores de cola promedio para
ALPAPIEK, DTLMISR y VVSVLTVLHQDWLNGK. (B) Las tendencias del factor de
cola se representan a lo largo de 30 inyecciones. (C) Resolucién entre el par de
péptidos desamidados VVSVLTVLHQDWLDGK y VVSVLTVLHQDWLNGK.

La columna Altura demuestra una mejor simetria de los picos y una mayor
resolucion en las variantes con tiempos de elucion cercanos en comparacion
con el hardware de acero inoxidable.



Mapeo de péptidos de Herceptin digerido con tripsina
Partiendo de las ventajas demostradas de la columna de C18
inerte Altura ZORBAX Eclipse Plus, aplicamos esta tecnologia
al mapeo de péptidos de una muestra de Herceptin digerida
con tripsina. La muestra digerida se analizé por LC/MS/MS
con la columna Altura, y el cromatograma de corriente

ionica total (TIC) resultante y la cobertura de la secuencia se
muestran en la Figura 5. El analisis resulté en una cobertura
de la secuencia del 87,03 %, donde los péptidos obtenidos
mediante digestion con tripsina no detectados eran mas
cortos y mas hidrofilos.
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Cabe mencionar que la etapa de purificacion en la columna
de C18 llevada a cabo antes del analisis por LC/MS/MS,

tal y como se describe en la seccidn experimental, puede
haber contribuido a la pérdida de estos péptidos hidrofilos
mas cortos. Esta observacion subraya una consideracion
importante para futuros disefios experimentales que tengan
como objetivo lograr una cobertura de secuencia completa.
En una nota de aplicacién anterior en la que no se purifico la
muestra para la digestion de Herceptin se logré una cobertura
de secuencia de alrededor un 98% .*
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Tiempo de adquisicién (min)

B Mapeo de péptidos de Herceptin digerido con tripsina (cobertura de secuencia: 87,03%)
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Figura 5. Mapeo de péptidos de Herceptin digeridos con tripsina utilizando la columna de C18 inerte Agilent Altura ZORBAX Eclipse Plus. (A) Cromatograma de
corriente ionica total (TIC) obtenido durante el anélisis por LC/MS/MS de Herceptin digerido con tripsina. (B) Mapa de cobertura de la secuencia que muestra
una cobertura del 87,03 %, con los péptidos identificados resaltados en color azul oscuro. Los péptidos obtenidos mediante digestion con tripsina no detectados
(en azul claro) son cortos e hidrofilos, lo que los hace susceptibles a pérdidas durante el paso de purificacion en C18.



En la Figura 6 se muestran los espectros de MS/MS por

CID del péptido NTAYLQMDSLR en su forma desamidada.
Los datos de los fragmentos iénicos permitieron asignar de
manera fiable el sitio de desamidacién a la posicién 8, lo que
demostro la utilidad de la MS/MS a la hora de caracterizar
modificaciones quimicas y postraduccionales.

Para enfatizar la importancia de la separacién cromatografica
en la caracterizacion de péptidos desamidados, la Figura 7
muestra los EIC del péptido NTAYLQMNSLR tanto en

su forma nativa como desamidada. Debido al pequefio
desplazamiento de masa de 0,98 Da y a la intensidad de sefial
relativamente baja de la variante desamidada, es fundamental
resolver estas formas mediante cromatografia. Por si sola,

la espectrometria de masas no puede distinguirlas de

manera efectiva, ya que el pico monoisotdpico del péptido
desamidado (656.3221 m/z) se solapa con el segundo

pico isotdpico del péptido nativo (pico monoisotdpico:
655,8318 m/z, segundo pico isotépico: 656,3328 m/z)
(diferencia de 16 ppm). Por lo tanto, la separacién
cromatografica de alta resolucion, facilitada por el hardware
de columna inerte, es esencial para la identificacion y
cuantificacion precisas de la desamidacion de péptidos.
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Figura 6. Espectros de MS y mapa de cobertura de fragmentos del péptido NTAYLQMDSLR. Se utilizaron datos de fragmentacion para asignar la desamidacion a la

posicioén 8, utilizando el software Agilent MassHunter BioConfirm.
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Figura 7. Separacion cromatografica del péptido NTAYLQMNSLR en sus formas nativa y desamidada. (A) Cromatogramas de iones seleccionados
(EIC) utilizando masas precursoras de las formas nativa (6558318 m/z) y desamidada (656,3221 m/z) con una carga de 2+. (B) Los cromatogramas
individuales se superpusieron para mostrar la separacion cromatografica entre los péptidos nativos y desamidados; el recuadro ampliado destaca la
separacion de la impureza presente en baja concentracion. (C) Se muestra el espectro de masas de los péptidos nativos y desamidados para ilustrar
la necesidad de separar por cromatografia la forma desamidada de la nativa, ya que, de lo contrario, los espectros de masas por si solos no podrian
distinguir las dos formas si estuvieran coeluyendo.



Conclusion

Este estudio demuestra las importantes ventajas del hardware
de columna de C18 inerte Agilent Altura ZORBAX Eclipse Plus
para los flujos de trabajo de mapeo de péptidos, especialmente
en el andlisis de péptidos de AcM y modificaciones quimicas

y postraduccionales. En comparacion con el hardware de
columna de acero inoxidable convencional, la columna Altura
ofrecié de manera consistente una mejor forma de los picos,
una menor variabilidad y una mayor resolucion, especialmente
en el caso de los péptidos hidréfobos y modificados, mas
dificiles de analizar.

Los datos cuantitativos de 30 inyecciones consecutivas
revelaron una estabilizacion mas rdpida de la columna y una
reproducibilidad superior con el hardware Altura, mientras que
los parametros cromatograficos como el factor de colay la
resolucion confirmaron su capacidad para separar mejor las
especies con tiempos de elucién cercanos. Estas ventajas
también se validaron en el mapeo de péptidos de Herceptin
digerido con tripsina, donde la columna Altura permitié la
identificacion fiable de las variantes desamidadas.

En conjunto, la combinacion de la columna de C18 inerte Altura
ZORBAX Eclipse Plus con los sistemas de LC 1290 Infinity Il Bio
y LC/Q-TOF 6545XT AdvanceBio ofrece una solucion robusta

y fiable para lograr una alta productividad en el mapeo de
péptidos y la caracterizacion de modificaciones, respaldando
tanto la precision analitica como la eficiencia operativa en el
desarrollo biofarmacéutico.
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