Leitfaden fir die Bestellung von Verbrauchsmaterialien fiir den Arbeitsablauf

Analyse monoklonaler Antikorper
(mAbs) und davon abgeleiteter
Therapeutika mithilfe der nativen
SEC-MS

Die Quantifizierung von Aggregaten in proteinbasierten Therapien ist angesichts
ihrer moglichen Auswirkungen auf die Wirksamkeit und Immunogenitat von
besonderer Bedeutung. Der Goldstandard fur die Messung der Aggregation
biotherapeutischer Proteine ist die GroRenausschlusschromatographie (SEC) in
Kombination mit UV-Detektion. Jedoch wird in der Forschung die SEC zunehmend
mit nativer Massenspektrometrie (Native-MS) kombiniert, einer hochauflésenden
Massenspektrometrie-Technik zur Bestimmung der akkuraten Masse." Fir einige
experimentellen Ziele ist die MS ein geeigneteres Detektionsverfahren als UV. Mit der
nativen MS ist nicht nur eine Bestatigung des Molekulargewichts maglich, sondern
auch die Messung des Arzneimittel-Antikdrper-Verhaltnisses (DAR) von Antikorper-
Arzneimittel-Konjugaten (ADCs). Zudem liefert die Methode Informationen tber
posttranslationale Modifikationen (PTMs).

Umkehrphasentrennungen werden zwar haufig mit MS kombiniert, bei der Analyse
von mAbs gibt es jedoch Grenzen. Der niedrige pH-Wert und die organischen
Losemittel, die bei der Umkehrphasen-Chromatographie eingesetzt werden, fihren
zur Denaturierung von mAbs und zur Dissoziation von saurelabilen Strukturen, wie sie
in Cystein- oder Lysin-verknipften ADCs gefunden werden. Die SEC bietet gegenliber
Umkehrphasentechniken eindeutige Vorteile. Da SEC mit gepufferten mobilen
Phasen bei neutralem pH-Wert durchgefiihrt wird, werden die intakte Proteinstruktur
sowie empfindliche kovalente oder nicht-kovalente Bindungen erhalten, was die
Massenbestimmung eines mAb im nativen Zustand erlaubt. Bei der SEC bleiben
sogar die Uber Cystein verkniipften ADC-Strukturen, die besonders fragil sind, erhalten,
sodass DAR-Berechnungen anhand der MS-Daten moglich sind.?3
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Herausforderungen im
Zusammenhang mit der SEC-MS:

Erzielen einer hochauflosenden
SEC-Trennung der mAb-Monomere
von Verunreinigungen mit hohem
Molekulargewicht (HMW) und
niedrigem Molekulargewicht (LMW).

Auswahl einer SEC-Saule sowie
von Bedingungen, die mit der MS-
Detektion kompatibel sind, damit:

— Die Oberflachenbindung der
stationdren Phase stabil bleibt und
es nicht zu Sdulenbluten kommit.

— Die Flussrate, die eine effiziente
Desolvatation des Analyten bei
der MS ermoglicht, nicht zur
Probenaggregation fuhrt.

— Die mobile Phase ausreichende
Volatilitat und eine niedrige
Salzkonzentration aufweist,
sodass eine Bestimmung der
akkuraten Masse erfolgen kann.



Warum sollten Sie Agilent AdvanceBio SEC-Saulen
fiir SEC-MS-Analysen verwenden?

— Die Partikelgroe und die Poreneigenschaften sind
wichtige Faktoren im Hinblick auf die Verbesserung der
Peakform, der Peakempfindlichkeit und der Auflésung.
Bei den AdvanceBio SEC-Saulen mit 1,9-um-Partikeln sind
die PorengroRe und das Volumen fir eine hochaufgeldste
Trennung optimiert.

— Sekundare Wechselwirkungen mit der Oberflache des SEC-
Harzes konnen das freie Passieren durch die Poren und
damit die grolienbasierte Trennung storen. Die einzigartige
proprietare hydrophile Bindungschemie bietet eine inerte
Oberflache zur Minimierung sekundarer hydrophober
Wechselwirkungen mit ADCs und mAbs.

— Die Hybridpartikel der AdvanceBio SEC-Saule vereinen die
besten Eigenschaften von Silica- und Polymertechnologien,
weisen eine erstklassige mechanische Robustheit ohne
Séaulenbluten auf. Daher sind sie fir den Einsatz mit
zusammen MS-Detektoren optimal geeignet.

— AdvanceBio 1,9 ym SEC-Saulen funktionieren sowohl
bei Bedingungen der denaturierenden mobilen Phase
(wie Acetonitril/Wasser/Trifluoressigséure) als auch
bei MS-kompatiblen nativen Bedingungen (wie 80 mM
Ammoniumacetat) und sind damit die beste Wahl fiir die
Analyse intakter Proteine (> 2000 m/z).

— Die schlanken Saulen mit 2,7 und 4,6 mm ID sind
kompatibel mit den niedrigen Flussraten, die flr die
effiziente Desolvatation und lonisierung des Analyten
benotigt werden. Auf diese Weise wird Bildung von
Addukten, die die exakte Massenbestimmung storen, auf
ein Minimum begrenzt.

— Dank der PEEK-beschichteten Saulen-Hardware ist der
Probenflussweg frei von Metallen, was die Verwendung
von Puffern flr die mobile Phase mit niedrigeren
Konzentrationen erleichtert. Diese reduzieren die Bildung
von Addukten, die die exakte Massenbestimmung storen.

Kriterien fiir die Sdulenauswahl

Die Auswahl der geeigneten Porengrole fir ein
SEC-Experiment hangt von der GroflRe des interessierenden
Analyten und den Zielen des Experiments ab. Die
auszuwahlende Porengrolie richtet sich nach dem
Molekulargewicht der Proteine, wobei Proteine mit hoherem
Molekulargewicht groRere Porengrofien erfordern (siehe
Abbildung 1). AdvanceBio SEC-Saulen (1,9 um) sind mit
zwei Porengrolien erhaltlich. Bei der Entsalzung, durch

die das Protein von einer niedermolekularen Verbindung
oder Komponenten der Pufferlosung getrennt werden soll,
fuhrt eine kleinere Porengrolie zu maximaler Trennung.

In diesem Fall ist es von Vorteil, eine Saule zu verwenden,
bei der das Molekulargewicht des Proteins groRer ist als
der obere Groliengrenzwert der Saule, sodass das Protein
ausgeschlossen wird.

Wahlen Sie eine SEC-Saule mit geeigneten Abmessungen, die
Sie dabei unterstutzt, das Ziel lhres SEC-MS-Experiments zu
erreichen, und die mit den Einschrankungen durch Ihre Probe
kompatibel ist.

— Kirzere Saulen mit 30 oder 50 mm Lange sind fur die
einfache Entsalzung moglicherweise ausreichend.!

— Langere Saulen bieten eine hohere Auflosung, die die
Trennung von Monomer und Dimer oder von Monomer
und Fragmenten ermoglicht.

— Engere Saulendurchmesser bedingen kleinere
Injektionsvolumina und sind nutzlich bei begrenzter
Probenverfugbarkeit.

— Engere Saulen erfordern fir eine optimale SEC-Trennung
daruber hinaus langsamere Flussraten und sind
besser kompatibel mit den optimalen Flussraten und
MS-lonenquellenbedingungen, die die Voraussetzung
fur eine effiziente Desolvatation und lonisierung bei der
nativen MS sind.

— PEEK-beschichtete Saulen begrenzen den Kontakt der Probe
mit Metalloberflachen auf ein Mindestmal3. Dies kann die
Peakform verbessern, da sekundare Wechselwirkungen
minimiert werden und die Verwendung einer vergleichsweise
verdinnten und fllichtigen mobilen Phase moglich ist.?

Erste Schritte mit den neuen Agilent AdvanceBio
SEC-Saulen: Tipps zur Sicherstellung der besten
Leistung und Trennung

Betrieb und Reinigung der Saule

— Passen Sie die Flussrate an den Sauleninnendurchmesser
an* — Saulen mit kleinerem ID erfordern fir eine
optimale SEC-Trennung niedrigere Flussraten, damit
eine Druckuberlastung der Saule vermieden wird. Die
schmaleren Saulen mit 2,1 und 4,6 mm ID sind fur
die native MS, die eine effiziente Desolvatation und
lonisierung der Probe voraussetzt, ideal geeignet.

— Arbeitsflussrate®:
- 4,6 x 150 mm: 0,1 bis 0,7 ml/min.
- 4,6 x 300 mm: 0,1 bis 0,5 ml/min.
— Saulen mit 2,7 mm ID, 0,05 bis 0,70 ml/min.

— Verringern Sie die Anstiegsrate der Flussrate vom
Standardwert auf T ml/min? oder weniger. Almahliches
Erhohen der Flussrate verlangert die Lebensdauer der Saule.
In der Agilent Software konnen Sie diese Einstellung im
Abschnitt Advanced fiir die LC-Pumpensteuerung vornehmen.

— Stellen Sie den maximalen Grenzwert fir den Druck fur die
LC-Methode so ein, dass er dem Saulendruck entspricht
(620 bar fiir AdvanceBio SEC-Saulen (1,9 um)). Dies ist
entscheidend in allen Situationen, in denen die maximale
Druck-Kapazitat des LC-Gerats die der Saule Ubersteigt.

— FuUhren Sie keine Ricksptlung der Saulen durch. Spilen
Sie die Saule stets in Richtung des Pfeils und stellen Sie
die Flussrate so ein, dass der Druck unter 400 bar bleibt.



Optimal fir kleinere
Proteine und Peptide oder
die einfache Entsalzung
von gréfReren Proteinen

100D 1kD 10 kD 100 kD
MW-Auflosungsbereich (Protein)
Peptide Globulare Proteine

200 A ideal fir die
gleichzeitige Analyse
von mAb-Aggregaten
und -Fragmenten

1000 kD 10 000 kD

Proteinkonjugate und
groBe Biomolekiile

Abbildung 1. Die GroRe des Analyten bestimmt die zu verwendende SEC-PorengrélRe. Groliere Proteine erfordern gréRere Poren.

Vor und nach dem Spulen mit mindestens

20 Saulenvolumina an Reinigungslosung sollten Sie
mit mindestens funf Sdulenvolumina an Reinstwasser
nachspdlen.

Verifizieren Sie die Systemleistung in regelmaligen
Abstanden mit einem geeigneten SEC-Standard.

Optimieren der Chromatographie

Filtrieren Sie die Proben, um Partikel zu entfernen.

Verwenden Sie Vorsaulen und/oder Inline-Filter, um die
Lebensdauer der Saule zu verlangern, insbesondere, wenn
Sie mit komplexen oder ,schmutzigen” Proben arbeiten.

Stellen Sie sicher, dass die Saulenanschliisse sicher und
leckagefrei sind.

Maximieren Sie die Auflosung der SEC-Partikel unter

2 um, indem Sie das Totvolumen des Systems maoglichst
klein halten. An LCs der Modellreihe 1290 kann ein Kit
fur ultraniedrige Dispersion installiert werden, um das
Systemvolumen noch weiter zu reduzieren und eine
Verbreiterung der Banden zu vermeiden.®

Maximieren Sie die chromatographische Auflosung durch
Minimieren der Probenaufgabevolumens. Empfehlenswert
ist ein Probenaufgabevolumen von 1 bis 5 pl, das nicht
mehr als T % des Saulenvolumens ausmachen sollte.

Pflege und Optimierung des MS

Leiten Sie den LC-Strom aullerhalb der interessierenden
Retentionszeit(en) in den Abfall um, insbesondere

um die Gesamtpermeationsgrenze herum, wo hohe
Salzkonzentrationen auftreten konnen, um die MS-Quelle
leichter sauber zu halten.

Verwenden Sie Losemittel von HPLC-Qualitat oder einem
hoheren Reinheitsgrad.

— Verwenden Sie einen flichtigen Puffer wie

Ammoniumacetat und optimieren Sie die mobile Phase
der SEC, indem Sie die niedrigste Konzentration des
Puffers verwenden, bei der die chromatographische
Auflosung und die Proteinstruktur erhalten bleiben. Dies
halt die MS-Quelle sauberer und reduziert Addukte, die die
Massenbestimmung storen, auf ein Minimum.

Wischen Sie die MS-Quelle moglichst jeden Tag mit einem
fusselfreien Tuch ab. Achten Sie darauf, dass die Quelle
nicht zu heil zum Berihren ist!

Lagerung von Saulen

- Kurzfristige Lagerung (weniger als zwei Wochen) -

Bewahren Sie die Saule in der mobilen Phase auf, die fiir
die Analyse verwendet wird.

Langere Lagerung (mehr als zwei Wochen): Bewahren

Sie die Saule in filtriertem 100 mM Natriumphosphat,

pH 7,0, mit oder ohne 0,02 % NaN, oder in 20 % Methanol
in Wasser auf. Spilen Sie die Sdule mit mindestens

10 Saulenvolumina. Es ist empfehlenswert, vor der
Anwendung von Methanol oder Ethanol zunachst mit
Wasser zu spulen. Beim Wechsel von oder zu 20 %
Methanol muss bei niedrigen Flussraten gespiilt werden,
um eine Druckiberlastung der Saule durch hohe Viskositat
zu vermeiden. Beginnen Sie mit einer niedrigeren Flussrate
und spilen Sie 4,6-mm-Saulen bei hdchstens 0,7 ml/min
und 2,1-mm-Saulen bei hochstens 0,05 ml/min. Achten Sie
darauf, dass der Druck unter 400 bar bleibt. Lagern Sie die
Saulen bei Raumtemperatur.
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Informationen fiir eine einfache Auswahl und
Bestellung

Zum Bestellen der Artikel, die in den folgenden Tabellen des
Agilent Online Stores aufgefiihrt sind, figen Sie die Artikel

zu lhrer Liste von Produktfavoriten hinzu, indem Sie auf die
MeineListe-Links in der Uberschrift klicken. Geben Sie dann
die Menge der Produkte ein, die Sie bendtigen, legen Sie sie
in den Warenkorb und gehen Sie zur Kasse. Ihre Liste bleibt

unter ,Produktfavoriten” fir Sie zur Verwendung bei kiinftigen

Bestellungen erhalten.

Wenn Sie ,Produktfavoriten” zum ersten Mal benutzen,
werden Sie aufgefordert, zur Verifizierung des Kontos Ihre

E-Mail-Adresse einzugeben. Wenn Sie bereits Uber ein Agilent

Konto verfligen, konnen Sie sich einfach anmelden. Wenn
Sie noch kein Agilent Konto eingerichtet haben, miissen

Sie sich fur eines registrieren. Diese Funktion ist nur in
Regionen verfigbar, in denen E-Commerce maoglich ist. Alle
Artikel konnen auch online bestellt werden, indem Sie auf die
einzelnen Bestellnummern klicken, oder Uber Ihre Ublichen
Verkaufs- und Vertriebskanale.

Beschreibung Best.-Nr.
Quick Turn Kapillare MP35N, 0,12 x 280 mm 5500-1596
(fir Quick Turn Fitting)

Montagewerkzeug fur Quick Turn Fittings 5043-0915
Kapillare MP35N, 0,17 x 100 mm SL/SL vormontiert/ 5500-1278
vormontiert (zum Verbinden von Vorsaule und Saule)

MeineListe Kits fir ultraniedrige Dispersion

Leitungs-Kit fiir ultraniedrige Dispersion fiir 5067-5963
Agilent 1290 Infinity Il LC

Leitungs-Kit fir ultraniedrige Dispersion fir 5004-0007
Agilent 1290 Infinity Il Bio*

MeineListe Probenbehéltnisse

A-Line Schraubverschluss-Probenflasche, 2 ml, 12 x 5190-9590
32 mm (12-mm-Deckel), braun mit Beschriftungsfeld,

100 St.

Schraubverschluss, 12 mm, gebunden, blau, Septum 5190-7021
aus PTFE/weillem Silikon, 100 St.

Probenflascheneinsatz, 250 pl, 5,6 x 30 mm, 5181-8872
deaktiviertes Glas mit Polymerfiien, 100 St.

InfinityLab Wellplate 96/0,5 ml, 30 St. 5043-9310
InfinityLab Wellplate Dichtungsmatte, 50 St. 5042-1389
MeineListe Losemittel und Zusatze

InfinityLab Reinstwasser fiir LC/MS, 1 Liter 5191-4498
InfinityLab Methanol, ultrarein, fiir LC/MS, 1 Liter 5191-4497

(zur Lagerung von S&ulen)

Beschreibung Best.-Nr. Ameisenséure, 5 ml G2453-85060
MeineListe Probenvorbereitung MeineListe Zubehor fiir die Losemittelfiltration}

Captiva Einwegspritze, 5 ml, 100 St. 9301-6476 InfinityLab Losemittelfiltrationseinheit 5191-6776
Captiva Premium-Spritzenfilter, PES, 15 mm, 0,2 pm, 5190-5096 InfinityLab Losemittel-Filtrationsflasche, Glas, 2 Liter ~ 5191-6781
100 St. Filtermembran, Nylon 47 mm, PorengroRe 0,2 pm, 5191-4341
MeineListe Standards 100 St.

Agilent NIST-mAb, 25 pl 5191-5744 Filtermembran, regenerierte Cellulose 47 mm, 5191-4340
Agilent NISTmAb, 4 x 25 I 5191-5745 Porengr6fe 0,2 um, 100 St

Kalibrierungsstandard fir 300 A AdvanceBio SEC-Saule 5190-9417 Glasfilter fiir Losemittelflasche, Losemitteleinlass, 5041-2168
MeineListe AdvanceBio SEC-Saulen 20 pm

120- A-Saulen MeineListe Zubehdr fiir die Losemittelhandhabung

AdvanceBio SEC-Saule 120 &, 1,0 pm, 2,1 x 150 mm, PL1980-3250PK InfinityLab STAay Safe Verschlusskappe, Starter-Kit 5043-1222
PEEK-beschichtete Edelstahl-Hardware (empfohlen) InfinityLab Losemittelflasche, klar, 1 Liter 9301-6524
AdvanceBio SEC 120 A, 1,9 ym Vorsaule, 2,1 x 50 mm,  PL1980-1250PK InfinityLab Losemittelflasche, braun, 1 Liter 9301-6526
PEEK-beschichtete Edelstahl-Hardware (empfohlen) Losemittelflasche, klar, 2 Liter 9301-6342
AdvanceBio SEC-S&ule 120 A, 1,9 um, 4,6 x 300 mm  PL1580-5250 Losemittelflasche, braun, 2 Liter 9301-6341
AdvanceBio SEC-Saule 120 A, 1,9 um, 4,6 x 150 mm PL1580-3250 InfinityLab Stay Safe Spiilflasche, 1 Liter 5043-1339
AdvanceBio SEC 120 A, 1,9 pum Vorsaule, 4,6 x 30 mm  PL1580-1250 InfinityLab Abfallbehélter, GL45, 6 Liter, mit Stay Safe 5043-1221
200- A-Saulen Verschlusskappe (Aktivkohlefilter 5043-1193 nicht

AdvanceBio SEC 200 A, 1,9 pm Vorsaule, 2,1 x 50 mm,  PL1980-1201PK inbegriffen)

PEEK-beschichteter Edelstahl (empfohlen) InfinityLab Aktivkohlefilter mit Zeitstreifen, 58 g 5043-1193

AdvanceBio SEC-Saule 200 A, 1,9 Um, 2,1 x 150 mm,
PEEK-beschichteter Edelstahl (empfohlen)

PL1980-3201PK

AdvanceBio SEC 200 A, 1,9 um Vorsaule, 4,6 x 30 mm  PL1580-1201

AdvanceBio SEC-Saule 200 A, 1,9 pm, 4,6 x 300 mm PL1580-5201

AdvanceBio SEC-Saule 200 A, 1,9 pm, 4,6 x 150 mm PL1580-3201

MeineListe Saulenanschlussfittings und -Anschliisse

Agilent InfinityLab Quick Connect Fitting 5067-5965

(zum AnschlieRen am Sauleneinlass)

Agilent InfinityLab Quick Connect Kapillare MP35N, 0,12 5500-1578
x 105 mm (fiir Quick Connect Fitting)

Agilent InfinityLab Quick Turn Fitting 5067-5966

(zum AnschlieRen am Saulenauslass)
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Anderungen vorbehalten.
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5994-4200DEE

(zur Verwendung mit 5043-1221)

* Empfohlen fir das 1290 Infinity Il Bio System.

1 Wenn andere als die in dieser Tabelle aufgefiihrten Lésemittel verwendet werden, filtrieren Sie

diese vor der Analyse mit der InfinityLab Losemittelfiltrationseinheit.
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