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개요
전하 변이체 분석은 최적의 분리를 위해 매우 얕은 그레이디언트와 함께 부식성이 높은 
완충액 염을 사용하기 때문에 응용 액체 크로마토그래피 시스템에 까다로운 분야입니다. 
Agilent 1290 Infinity II Bio LC 시스템에서 다양한 염 그레이디언트를 평가하고 분리능과 
재현성을 분석했습니다. 

유동 경로에 철을 완전히 함유하지 않은(iron-free) 고속 펌프가 포함된 1290 Infinity II Bio 
LC는 바이오 크로마토그래피에 사용되는 조건에 최적화되어 있으며 잠재적 부식성으로 
인한 시스템 손상을 방지합니다. 매우 까다로운 얕은 그레이디언트에서도 뛰어난 재현성을 
나타낸 1290 Infinity II Bio LC는 생성된 데이터에 대한 높은 신뢰도를 제공하는 차세대 
애질런트 첨단(high-end) 액체 크로마토그래피 시스템임을 입증했습니다. 

얼마나 완만한 그레이디언트까지 
가능할까요? 

Agilent 1290 Infinity II Bio LC 시스템으로 mAbs의 전하 
변이체 분석 개선
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서론
단일 클론 항체(mAbs)는 일반적으로 재조합 
생산 방식에 의해 만들어지는 크기가  
약 150kDa인 크고 매우 비균질한 거대 
분자입니다. 생산 과정에서 복잡한 생합성이 
이루어지는 공정을 거치는데, 이 때 많은 
변형이 일어나 수백 가지의 변이체가 
만들어집니다. 탈아미드화, 산화, 이황화 
가교, N-글리코실화, N- 및 C-말단 처리 등이 
가장 일반적인 번역 후 변형(PTM)으로 
알려져 있습니다. 이러한 모든 변형은 생성 
과정에서 발생할 수 있지만 제조 및 보관도 
이러한 거대 분자의 복잡성에 기여합니다. 
PTM은 복잡한 동형 프로파일을 형성하는데, 
최종 의약품의 변형은 생물학적 활성 손실, 
반감기의 변화 또는 면역원성과 관련될 수 
있기 때문에 이에 대한 광범위한 분석과 
모니터링이 필요입니다.1 일부 PTM에 의해 
생겨나는 분자의 전하 변이체는 일반적으로 
이온 교환 크로마토그래피(IEX)를 사용하여 
분석합니다.2 전하 변이체는 가장 중요한 
CQA(주요 품질 속성) 중 하나로 간주되므로 
엄격한 허용 기준과 품질 관리를 고려해야 
합니다. 제품이 올바르게 제조되었는지 
확인하고 불순물을 식별 및 정량하는 것이 
대단히 중요합니다.

얕은 그레이디언트 용리는 단백질의 IEX에서 
매우 일반적입니다. 단백질 용리를 위한 이온 
강도 모드의 일반적인 염 그레이디언트는 
pH 값이 ±0.02pH 허용 오차 단위로 설정된 
경우 약 1 ~ 3mM/분입니다.3 

1290 Infinity II Bio LC에는 고성능 고속 
펌프가 장착되어 있습니다. Binary 펌프의  
가장 큰 장점은 저압 혼합 펌프(예: 
Quaternary 펌프)에 비해 용매 성분 중 
하나를 소량 혼합할 때 용매 혼합이 훨씬 
더 정확하고 정밀하다는 것입니다. 이러한 
유형의 혼합은 용매 그레이디언트의 
시작과 끝에서 매우 정밀한 용매 조성을 
제공합니다.4 이것은 재현성 있고 정확하게 
얕은 그레이디언트(각 채널에서 1%/분  
미만)를 생성하기 위한 기반이 됩니다. 

1290 Infinity II Bio LC는 바이오 
크로마토그래피에 사용되는 조건(2M NaCl, 
최대 8M 요소와 같은 고염 농도, 0.5M 
NaOH 또는 0.5M HCl과 같은 고/저 pH 
용매)에 적합하게 특별히 설계된 애질런트의 
차세대 첨단 액체 크로마토그래피 
시스템입니다. 전체 유동 경로에는 
스테인리스강(SST) 또는 철이 전혀 
없습니다. Multisampler, 다중 컬럼 온도 
조절 장치 및 검출기 전체의 모든 캐필러리와 
피팅은 니켈-코발트 합금인 MP35N으로 
제작됩니다. 이러한 재료를 적용한 덕분에 
염이 많이 함유된 완충액으로 인한 잠재적 
부식성이 줄어들고 철 이온으로 인한 단백질 
변형(예: 산화, 단백질 복합체 형성)을 방지할 
수 있습니다. 

이 응용 자료에는 trastuzumab 및 
NISTmAb 참조 표준물질에 대한 전하 
변이체 분석을 제공합니다. 가능한 최상의 
분리능을 찾기 위해 다양한 염 그레이디언트 
기울기를 테스트했습니다. 그런 다음 재현성 
측면에서 가장 성능이 좋은 그레이디언트 
기울기를 평가했습니다. 

실험
장비
Agilent 1290 Infinity II Bio LC 시스템은 
다음과 같은 모듈로 구성하였습니다.

• Agilent 1290 Infinity II Bio 고속 펌프
(G7132A)

• Agilent 1290 Infinity II Bio 
Multisampler(G7137A) 및 시료 온도 
조절 장치(#101 옵션)

• Agilent 1290 Infinity II 다중 컬럼 온도 
조절 장치(G7116B), 표준 유량 바이오 
적합성 열교환기 포함 

• Agilent 1290 Infinity II 가변 파장 
검출기(G7114B), 바이오 적합성 
마이크로 플로우 셀 장착, 3mm, 2µL

소프트웨어
Agilent OpenLab CDS 버전 2.5

컬럼
Bio MAb, NP5, 2.1 × 250mm, PEEK 
(품번 5190-2411)

화학물질
모든 용매는 LC 등급 용매를 
사용하였습니다. 초순수는 0.22µm의  
멤브레인 point-of-use 카트리지(Millipak,  
Merck-Millipore, Billerica, MA, 미국)를  
장착한 Milli-Q Integral 시스템에서 
얻었습니다. Sodium phosphate 
monobasic monohydrate, sodium 
phosphate dibasic heptahydrate 
및 sodium chloride는 Sigma-
Aldrich(Steinheim, 독일)에서 
구입하였습니다. 
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시료
• Agilent-NISTmAb(품번 5191-5744)

• Herceptin으로 판매되는 인간화 단일 
클론 항체인 trastuzumab은 Roche 
(Basel, 스위스)에서 구입하였습니다.

• Trastuzumab을 pH 6.8의 30mM 
인산염 완충액에 용해했습니다.

완충액 준비
pH 6.8인 30mM 인산염 완충액 2L를  
만들기 위해 sodium phosphate 
monobasic monohydrate 4.45g 및 
sodium phosphate dibasic heptahydrate 
7.44g의 무게를 재고 2L 용량 갈색병에 
넣은 다음, 초순수를 사용하여 최대 2L까지 
채웠습니다(&완충액 A). 총 농도가  
500mM가 되도록 sodium chloride  
29.22g을 1L 용량의 빈 갈색병에 넣고 
준비된 인산염 완충액 A를 사용하여 최대 
1L까지 채웠습니다(&완충액 B). 준비된 
두 완충액의 pH 값을 확인하고 필요한 
경우 pH 6.8로 조정했습니다(다량의 염을 
첨가하면 pH가 변할 수 있음). 제조된 두 
완충액을 0.2µm 멤브레인 필터를 사용하여 
여과시켰습니다. 

분석법
표 1 참조.

참고: 농축 염 용액을 용리액으로 사용하는 
경우, 펌프 분석법에서 해당 용매 유형을 
설정하는 것이 좋습니다. 예를 들어 500mM 
sodium chloride를 포함한 용매 B의 경우, 
펌프 분석법의 용매 선택 필드에 일반 수용액 
또는 물 대신 �Sodium Chloride 0.5M�
을 사용합니다. 다량의 염이 있으면 용매의 
압축률이 달라지므로, 사전 구성된 용매 
테이블을 사용하면 최고의 펌프 성능을 얻을 
수 있습니다. 

결과 및 토의
분석법 개발 
원하는 분리능에 도달하고 최적의 분리를 
얻으려면 전하 변이체 분석을 위한 
광범위한 분석법 개발이 필요합니다. 이러한 
목표를 성공으로 이끌려면 최적의 pH와 
최적의 그레이디언트 기울기를 찾는 것이 
중요합니다. 두 요소 모두 분리에 큰 영향을 
미칠 수 있습니다. 첫째, 분리를 위한 최적의 
pH를 찾기 위해 pH 조사가 권장됩니다. 
초기 실험에서 사용된 완충액의 pH는 pH 
6.4에서 7.4까지 분석했으며 사용된 두 시료
(trastuzumab 및 NISTmAb 참조 표준물질) 
모두에 대해 pH 6.8에서 최적인 것으로 
밝혀졌습니다(데이터는 표시하지 않음). 
다음 단계는 효율적인 분리를 위한 이상적 
그레이디언트 기울기를 결정하는 것입니다. 

표 1. 염 그레이디언트 크로마토그래피 조건.

파라미터 값

용매 A) 30mM 인산염 완충액, pH 6.8, B: 30mM 인산염 완충액, pH 6.8, 500mM sodium chloride

그레이디언트

분석법 개발을 위해 0 또는 25mM에서 150mM NaCl까지 30분(여러 가지 얕은 그레이디언트) 
재현성 연구를 위해 0mM(trastuzumab) 및 25mM(NIST)에서 100mM NaCl까지 30분  
재현성 연구를 위해 25에서 50mM NaCl까지 30분(매우 얕은 그레이디언트) 
31분―500 mM NaCl 세척

정지 시간: 35분 
평형 시간: 15분

유속 0.200mL/분

온도 30 °C

검출
280nm

10 Hz

주입
주입 용량: Trastuzumab의 경우 3µL, NIST의 경우 2µL 
시료 온도: 10°C 
니들 세척: 물에서 3초
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그림 1은 1% B/분(5mM/분)에서 0.33% 
B/분(1.66mM/분)에 이르는 다양한 
그레이디언트 기울기에서 trastuzumab의  
전하 변이체 분석 결과를 중첩시켜 나타낸 
것입니다. 그레이디언트가 얕을수록 
펌프 성능에 대한 요구가 높아집니다. 
그레이디언트 중에 매우 정밀한 용매 조성을 
얻으려면 소량의 용매 성분을 혼합할 
때 펌프가 정확하고 정밀하게 작동해야 
합니다. 하지만 염 그레이디언트의 경우, 
그레이디언트가 매우 얕다고 해서 항상 더 
높은 분리능이 얻어지는 것은 아니며 단순히 
피크 폭만 증가시킨다는 점을 고려해야 
합니다(예: 그림 1의 0.33% B/분). 따라서 
재현성 연구를 위해 선택한 그레이디언트 
기울기는 여전히 얕은 것으로 간주되는 
0.66% B/분 및 3.3mM/분에서 테스트된 
그레이디언트의 중간에서 찾았습니다.

NISTmAb 참조 표준물질의 전하 변이체를 
분리하기 위해 비슷한 분석법 개발 절차를 
수행했습니다(그림 2 참조). 등전점(pI)이 약 
9인 trastuzumab에 비해 NIST 항체의 pI이 
더 높았기 때문에(~9.2의 pI) NIST의  
시작 조건에 약간 더 많은 양의 염이 
포함되었습니다. NISTmAb 참조 표준물질의 
전하 변이체를 보다 효과적으로 분리하기 
위해 그레이디언트가 trastuzumab에 
비해 약간 더 얕아졌고, 그래서 가장 얕은 
그레이디언트는 0.17% B/분(0.83mM/분)이  
되었는데, 이것은 펌프에 부담스러운 
수준이었습니다. 추가적인 재현성 연구를 
위해 0.5% B/분(2.5mM/분) 그레이디언트 
기울기를 선택했습니다.

그림 2. 염 그레이디언트 기울기가 서로 다른 NISTmAb 참조 표준물질 분리를 위한 분석법 개발.

Retention time

Re
sp

on
se

25 - 75 mM 5 - 15% B, 30분 – 0.33% B/분(1.66mM/분)
25 - 100 mM 5 - 20% B, 30분 – 0.5% B/분(2.5mM/분)
25 - 125 mM 5 - 25% B, 30분 – 0.66% B/분(3.3mM/분)
25 - 150 mM 5 - 30% B, 30분 – 0.83% B/분(4.17mM/분)

25 - 50 mM 5 - 10% B, 30분 – 0.17% B/분(0.83mM/분)

그림 1. 염 그레이디언트 기울기가 서로 다른 Trastuzumab 분리를 위한 분석법 개발.
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0 - 50 mM 0 - 10% B, 30분 – 0.33% B/분(1.66mM/분)
0 - 75 mM 0 - 15% B, 30분 – 0.5% B/분(2.5mM/분)
0 - 100 mM 0 - 20% B, 30분 – 0.66% B/분(3.3mM/분)
0 - 125 mM 0 - 25% B, 30분 – 0.83% B/분(4.17mM/분)
0 - 150 mM 0 - 30% B, 30분 – 1% B/분(5mM/분)
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Trastuzumab 전하 변이체 분리의 재현성
그림 3은 0.66% B/분(3.3mM/분)의 
그레이디언트 기울기에서 trastuzumab(A)의  
전하 변이체 분리에 대한 재현성 연구를 
보여줍니다. 그림 3B는 분리된 변이체가 
보다 잘 보이도록 확대한 모습입니다. A로 
표시한 변이체는 주 피크 이전에 용리되는 
산성 변이체를 나타내고, 염기성 변이체  
B는 주 피크 이후에 용리됩니다. 주 피크 
이전에 5개의 산성 변이체가 분리되었고, 
주 피크 이후에 4개의 염기성 변이체가 
용리되었습니다. 머무름 시간(RT) 및 면적 
정밀도 측면에서 모든 변이체와 주 피크를 
평가했습니다. RT와 면적 정밀도는 모두 
우수했으며, 두 개의 매우 작은 변이체 
피크인 A1 및 B3을 제외하고 RT의 상대 
표준 편차(RSD)는 0.052% 미만, 면적의 
RSD는 0.82% 미만이었습니다.

정밀도 
(RSD) RT(%) 면적(%)

A1 0.033 1.793

A2 0.016 0.701

A3 0.026 0.403

A4 0.023 0.813

A5 0.032 0.327

주 피크 0.033 0.313

B1 0.038 0.329

B2 0.048 0.254

B3 0.046 3.549

B4 0.051 0.812

그림 3. 0.66% B/분(3.3mM/분)의 그레이디언트 기울기에서 trastuzumab(A)의 전하 변이체 분리를 위한 7회 연속 
실행의 재현성 연구. (B) 확대 보기. 
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NISTmAb 전하 변이체 분리의 재현성
그림 4는 0.5% B/분(2.5mM/분) 
그레이디언트 기울기에서 NISTmAb 참조 
표준물질(A)의 전하 변이체 분리에 대한 
재현성 연구를 보여줍니다.

그림 4B는 2개의 산성 변이체와 4개의 
염기성 변이체를 확대한 것입니다. 이번에도, 
머무름 시간(RT) 및 면적 정밀도 측면에서 
모든 변이체와 주 피크를 평가했습니다. RT
와 면적 정밀도는 모두 우수했으며, 하나의 
매우 작은 변이체 피크인 B2를 제외하고 
RT의 경우 0.06% RSD 미만, 면적의 경우 
0.55% RSD 미만의 값을 얻었습니다. 

그림 2에서 볼 수 있듯이 0.17% 
B/분(0.83mM/분)의 가장 얕은 
그레이디언트는 0.5% B/분(2.5mM/분)
(여전히 얕은 그레이디언트며 이 재현성 
연구에서 이용함)과 같은 그레이디언트에 
비해 더 우수한 분리능을 제공하지 않습니다. 
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정밀도 
(RSD) RT(%) 면적(%)

A1 0.058 0.540

A2 0.039 0.374

주 피크 0.045 0.126

B1 0.042 0.141

B2 0.049 1.469

B3 0.033 0.354

B4 0.033 0.485

그림 4. 0.5% B/분(2.5mM/분) 그레이디언트 기울기에서 NISTmAb 표준 참조물질(A)의 전하 변이체 분리를 위한 7회 
연속 실행의 재현성 연구. (B) 확대 보기.
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그러나 1290 Infinity II Bio 고속 펌프는  
그림 5에 나타낸 부담스러운 그레이디언트 
기울기를 처리했습니다. 적용된 
그레이디언트에서 피크가 상당히 
넓어지기는 했지만 7회 연속 실행에 대한 
RT 정밀도는 매우 좋았습니다(0.25% RSD 
미만). 피크 폭이 증가하면 피크 높이가 
감소하여 면적 정밀도에 부정적인 영향을 
미칩니다. 

결론
1290 Infinity II Bio LC를 이용해 다양한  
염 그레이디언트 기울기에서 trastuzumab 
및 NISTmAb에 대한 전하 변이체 분리의 
분리능과 재현성이 어떻게 달라지는지 
평가했습니다. 얼핏보면 그레이디언트가 
얕으면 분리능이 좋아질 것으로 생각될 
것입니다. 그러나 두 mAb에 대해 
평가된 가장 얕은 그레이디언트는 
최상의 분리능을 제공하지 못했습니다. 
오히려 기울기가 감소하면 피크가 
넓어지기 시작하여 분리능이 더 이상 
향상되지 않았습니다. 고분리능과 
날카로운 피크 모양을 최상으로 조합한 
분석법을 재현성 측면에서 추가적으로 
평가했습니다. 3.3mM/분(trastuzumab) 
및 2.5mM/분(NISTmAb)의 그레이디언트 
기울기에서 RT뿐만 아니라 면적 측면에서도 
우수한 재현성이 얻어졌습니다. RT 정밀도는 
평가된 모든 피크에 대해 0.06% RSD 
미만이었습니다. NISTmAb에 대해 테스트한 
가장 얕은 그레이디언트도 재현성을 
평가했는데, 0.83mM/분의 대단히 얕은 
그레이디언트 기울기에서도 매우 우수한  
RT 정밀도가 확인되었습니다(<0.25% RSD).  
이 데이터는 유동 경로에 철을 완전히 
함유하지 않은(iron-free) 1290 Infinity 
II Bio LC가 바이오 크로마토그래피에 
사용되는 조건에 최적화되어 있으며 
재현성이 높은 결과를 이끌어냄을 
보여줍니다.

정밀도 
(RSD) RT(%) 면적(%)

A1 0.238 6.608

주 피크 0.102 1.95

B1 0.08 8.157

그림 5. 0.17% B/분(0.83mM/분) 그그레이디언트 기울기에서 NISTmAb 참조 표준물질의 전하 변이체 분리를 위한 
7회 연속 실행의 재현성 연구.
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