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Analisis de anticuerpos monoclonales
y farmacos derivados de anticuerpos
monoclonales mediante SEC-MS nativa

La cuantificacion de agregados resulta especialmente importante para las proteinas
terapéuticas debido a sus posibles efectos sobre la eficacia y la inmunogenicidad.
La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) combinada con la deteccion UV es
el enfoque de referencia para determinar la agregacion de proteinas terapéuticas.
Sin embargo, los investigadores estan integrando cada vez mas la SEC con la
espectrometria de masas nativa (MS nativa), una técnica de MS de alta resolucion,
para determinar la masa con exactitud'. Para ciertos objetivos experimentales,

un instrumento de MS resulta mas adecuado que un detector UV. Ademas de
confirmar el peso molecular, la deteccion por MS nativa también determina las
relaciones farmaco-anticuerpo (DAR) de los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) y
proporciona informacién sobre las modificaciones postranslacionales (MPT).

A pesar de que las separaciones en fase inversa se suelen combinar con la MS,
existen limitaciones a la hora de analizar anticuerpos monoclonales. El bajo pH y el
disolvente organico utilizados en la cromatografia de fase inversa desnaturalizan
los anticuerpos monoclonales y disocian las fragiles estructuras no covalentes

0 inestables en presencia de acidos, como las existentes en los ADC unidos a
través de restos de cisteina o lisina. La SEC ofrece exclusivas ventajas frente a las
técnicas de fase inversa. Dado que se lleva a cabo con fases moviles tamponadas
a pH neutro, mantiene intacta la estructura de las proteinas y los fragiles enlaces
covalentes o no covalentes; ademas, permite determinar la masa de un anticuerpo
monoclonal en su estado nativo. La SEC incluso preserva las estructuras de ADC
unidos a través de restos de cisteina, que son especialmente fragiles, o que permite
calcular la DAR a partir de los datos de MS?3,

Agilent

Trusted Answers

Entre los desafios asociados a la
SEC-MS se incluyen los siguientes:

— Obtencién de una separacion
de alta resolucién por SEC entre
los mondmeros de anticuerpos
monoclonales y las impurezas de alto
peso molecular (APM) y bajo peso
molecular (BPM).

— ldentificacién de una columna para
SEC y unas condiciones que sean
compatibles con la deteccion por MS,
de tal forma que:

La union superficial de la fase
estacionaria sea estable y no
provoque sangrado de la columna.

El flujo que permita una
desolvatacion eficiente del analito
en el sistema de MS no provoque
agregacion de la muestra.

La fase movil sea lo
suficientemente volatily con
una concentracion baja en sales
como para detectar la masa con
exactitud.



Razones para usar las columnas AdvanceBio SEC
de Agllent para el analisis por SEC-MS

El tamafio de particula y las caracteristicas de los poros
son importantes factores que mejoran la forma de los
picos, la respuesta de pico y la resolucion. Las columnas
AdvanceBio SEC con particulas de 1,9 um tienen un
tamano de poroy un volumen optimizados para conseguir
una separacion de alta resolucion.

— Las interacciones secundarias con la superficie de la
resina de SEC pueden evitar el paso libre a través de
los poros e interferir con la separacién por tamafo.
La exclusiva fase estacionaria patentada de enlace
hidrofilo proporciona una superficie inerte que minimiza
la interaccion hidréfoba secundaria con los ADC y los
anticuerpos monoclonales.

— Las particulas hibridas AdvanceBio SEC incorporan
las mejores propiedades de las tecnologias de silice y
poliméricas y ofrecen la mayor resistencia mecdnica de
su categoria, lo que evita el sangrado y hace que sean
idoneas para su uso con detectores de MS.

— La columna AdvanceBio SEC de 1,9 um funciona tanto en
condiciones con una fase movil desnaturalizante (como
acetonitrilo/agua/TFA) como en condiciones nativas
compatibles con la MS (por ejemplo, acetato de amonio
80 mM), lo que hace que sea una opcién perfecta para
proteinas intactas (m/z > 2.000).

— Las columnas estrechas de 2,1y 4,6 mm de d.i. son
compatibles con los flujos reducidos que se necesitan para
conseguir una desolvatacion/ionizacion eficiente del analito.
Esto se requiere para minimizar la formacion de aductos que
interfieran con la determinacion de la masa con exactitud.

— La columna de acero inoxidable revestido con PEEK
elimina el metal del recorrido de la muestra. Esto facilita
el uso de menores concentraciones de tampoén en la
fase movil, lo que reduce la formacién de aductos que
interfieran con la determinacién de la masa con exactitud.

Criterios para la seleccion de columnas

La seleccién del tamafio de poro correcto para un
experimento de SEC depende del tamafio del analito de
interés y de los objetivos del experimento. La seleccion

del tamafio de poro se basa en el peso molecular de las
proteinas, de tal modo que las proteinas de mayor peso
molecular requieren tamafios de poro mas grandes (consulte
la Figura 1). Las columnas AdvanceBio SEC de 1,9 um estdn
disponibles con dos tamafios de poro. A la hora de llevar a
cabo un experimento de desalinizacion en el que el objetivo
sea separar la proteina de una molécula pequefia o de los
componentes de una disolucién de tampdn, un tamafio de
poro mas pequefo mejorara la separacion. En ese caso,
resulta ventajoso excluir la proteina mediante la seleccion de
una columna cuyo limite superior del rango de tamafios sea
menor que el peso molecular de la proteina.

Elija una columna para SEC con unas dimensiones que le
ayuden a cumplir el objetivo de su experimento de SEC-MS
y que sea compatible con las limitaciones asociadas a la
muestra.

— Eluso de columnas mas cortas, de 30 0 50 mm de
longitud, puede bastar para los experimentos de
desalinizacion sencillos?.

— Las columnas de mayor longitud ofrecen mayor
resolucion, lo que le permitira separar los monémeros de
los dimeros o fragmentos.

— Las columnas de diametro mas estrecho requieren
volumenes de inyeccion mas pequefos y resultan utiles
cuando existen limitaciones en cuanto a la disponibilidad
de la muestra.

— Ademas, las columnas mas estrechas exigen usar flujos
mas bajos para conseguir una separacion optima por SEC y
ofrecen mayor compatibilidad con flujos y condiciones de la
fuente de MS éptimos para conseguir que la desolvatacion y
la ionizacion sean eficientes para la MS nativa.

— Las columnas revestidas con PEEK minimizan el contacto
de la muestra con superficies metalicas, o que puede
mejorar la forma del pico gracias a la minimizacion de las
interacciones secundarias y posibilitar el uso de una fase
movil volatil relativamente diluidaZ.

Primeros pasos con las columnas AdvanceBio
SEC de Agilent: Consejos para garantizar un
rendimiento y una separacion 6ptimos

Funcionamiento y limpieza de las columnas

— Los flujos deben estar en relacion con el diametro interno
de la columna* las columnas de menor diametro interno
requieren flujos mas reducidos para conseguir una
separacion optima por SEC y evitar sobrepresiones en la
columna. Las columnas mas estrechas, de 2,1y 4,6 mm
de d.i,, son idéneas para la MS nativa, que requiere una
desolvatacion/ionizacion eficiente de la muestra.

— Flujo operativo®
- 46 x 150 mm:0,1-0,7 ml/min.
- 4,6 x 300 mm: 0,1-0,5 ml/min.
— Columnas de 2,1 mm de d.i.: 0,05-0,70 ml/min.

— Reduzca la rampa de flujo del valor predeterminado a
1 ml/min? o un valor inferior. El incremento progresivo del
flujo alargara la vida util de la columna. En el software de
Agilent, puede encontrar este parametro en la seccion de
ajustes avanzados de los controles de la bomba para LC.

— Ajuste el limite maximo de presion del método de LC
para que sea idéntico al de la columna (620 bar para
las columnas AdvanceBio SEC de 1,9 um). Esto resulta
fundamental en aquellos casos en los que la capacidad
de presion maxima del sistema de LC sea superior a la de
la columna.
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Figura 1. El tamafio del analito determina el tamafio de poro que debe utilizarse para la SEC. Las proteinas de mayor tamafio

requieren poros mas grandes.

— No lave las columnas en direccion contraria. Lave siempre
la columna siguiendo la direccion de la flecha y ajuste el
flujo para mantener la presion por debajo de 400 bar.

— Haga el aclarado con una cantidad de agua ultrapura igual,
como minimo, a cinco volumenes de columna; después,
lavela con una cantidad de solucion de limpieza de, como
minimo, veinte volumenes de columna.

— Compruebe el rendimiento del sistema con un patrén
adecuado para SEC a intervalos regulares.

Optimizacion de la cromatografia
— Filtre las muestras para eliminar las particulas presentes.

— Utilice precolumnas y/o un filtro en linea para alargar la
vida Util de la columna, sobre todo si trabaja con muestras
complejas o “sucias”.

— Asegurese de que las conexiones de la columna estén
bien sujetas y no presenten fugas.

— Para maximizar la resolucién de las particulas de menos
de 2 pm para SEC, minimice el volumen muerto del
sistema. Puede instalar un kit de dispersion ultrabaja en
los sistemas de LC 1290 para reducir aun mas el volumen
del sistema y evitar el ensanchamiento de la banda®.

— Minimice el volumen de inyeccion de muestra para
maximizar la resolucion cromatografica. Se recomienda
usar un volumen de inyeccion de muestra de 1 a 5 pl, con
un volumen maximo de inyeccioén igual al T % del volumen
de la columna.

Cuidado y optimizacién del sistema de MS

— Desvie la corriente del sistema de LC al contenedor de
residuos fuera de los tiempos de retencion de interés,
sobre todo alrededor del punto de permeacion total, donde
puede producirse la elucion de cantidades importantes de
sales, para mantener limpia la fuente de MS.

— Utilice disolventes de calidad para HPLC o superior.

— Utilice un tampdn volatil, como acetato de amonio, y

optimice la fase movil de SEC a la concentracion minima
de tampodn que mantenga la resolucion cromatografica y
preserve la estructura de las proteinas. Esto mantendra
mas limpia la fuente de MS y minimizara los aductos que
interfieren con la determinacion de la masa.

Limpie la fuente de MS con un pafio que no deje pelusa
(si es posible, a diario). jAsegurese de que la fuente no
esté a una temperatura excesivamente alta al tacto!

Almacenamiento de la columna

- Almacenamiento a corto plazo (menos de dos semanas):

almacene la columna en la fase movil utilizada para el
analisis.

- Almacenamiento a largo plazo (mds de dos semanas):

almacene la columna en fosfato de sodio 100 mM
filtrado (pH = 7,0), con o sin NaN, al 0,02 % o metanol

al 20 % en agua. Para el lavado de la columna, utilice al
menos 10 volumenes de columna. Se recomienda lavarla
siempre con agua antes de introducir metanol o etanol.
Justo antes o después de usar metanol al 20 %, haga el
lavado con un flujo bajo para evitar sobrepresiones en la
columna causadas por la alta viscosidad. Comience con
un flujo bajo, no superior a 0,1 ml/min para las columnas
de 4,6 mm ni superior a 0,05 ml/min para las columnas
de 2,7 mm. Asegurese de mantener la presion por debajo
de 400 bar. Alimacene las columnas a temperatura
ambiente.
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Seleccidn sencilla e informacién para pedidos Descripcion Referencia
Para pedir los articulos incluidos en las tablas siguientes a Capilar de conexion rapida Agilent InfinityLab, MP3SN, - 5500-1578
; K B . ~ ) 0,12 x 105 mm (para conector de conexion rapida)
través de la tienda en linea de Agilent, afiada los articulos a Conector de giro rapido Agilent InfinityLab 50575968
su lista “Productos favoritos” haciendo clic en los enlaces (para la conexién de salida de la columna)
“Mi lista” ubicados en los encabezados. A continuacion, Capilar de giro rapido, MP35N, 0,12 x 280 mm 5500-1596
introduzca las cantidades de los productos que necesite, (para conector de giro répido)
afiadalas a la cesta y proceda al pago. Su lista permanecera Herramienta de montaje para conectores de giro rapido 5043-0915
guardada en "Productos favoritos” para que pueda usarla para Capilar, MP33N, 0,17 x 100 mm, SL/SL, ps/ps 5500-1278
futuros pedidos. (péra la congxmn dg la préf:olumna y la columna)
Mi lista de kits de dispersién ultrabaja
Si es la primera vez que utiliza la funcion “Productos Kit de tubos de dispersion ultrabaja 5067-5963
favoritos”, se le pedira que introduzca su direccion de correo para sistemas de LC Agilent 1290 Infinity II
electrénico para verificar la cuenta. Si ya tiene cuenta Kit de tubos de dispersion ultrabaja 5004-0007
de Agilent, podré iniciar sesién. Sin embargo, si no tiene para el sistema de LC bioinerte Agilent 1290 Infinity II*
una cuenta registrada de Agilent, debera registrarse para Milista de recipientes para muestras i
.. ., . . Vial de rosca A-Line, 2 ml, 12 x 32 mm (tapdn de 5190-9590
solicitar una. Esta funcion solo es vélida en las regiones 12 mm), ambar, con zona de escritura, 100/
- . L i ) i paq.
gue tengan habilitado el comercio electronico. Todos los Tapdn de rosca, 12 mm, pegado, azul, séptum de PTFE/ 51907021
articulos se pueden pedir también en linea, haciendo clic en silicona blanca, 100/pagq.
las referencias correspondientes, o a través de sus canales Inserto de vial, 250 l, 5,6 x 30 mm, vidrio desactivado  5181-8872
habituales de venta y distribucion. con pies de polimero, 100/pagq.
Placa de pocillos InfinityLab, 96/0,5 ml, 30/paq. 5043-9310
Almohadilla de sellado para placas de pocillos 5042-1389
Descripcién Referencia InfinityLab, 50/pag.
Mi lista de preparacién de muestras Mi lista de disolventes y aditivos
Jeringa desechable Captiva, 5 ml, 100/paq. 9301-6476 Agua ultrapura InfinityLab para LC/MS, 1 | 5191-4498
Filtro de jeringa Captiva Premium, PES, 15 mm, 0,2 um, 5190-5096 Metanol ultrapuro InfinityLab para LC/MS, 1 | 5191-4497
100/pag. (para el almacenamiento de columnas)
Mi lista de patrones Acido férmico, 5 ml G2453-85060
Agilent-NISTmADb, 25 pl 5191-5744 Mi lista de consumibles para filtracién de disolventesf
Agilent-NISTmADb, 4 x 25 pl 5191-5745 Conjunto de filtracion de disolventes InfinityLab 5191-6776
Patrén de calibracion para columnas AdvanceBio SEC ~ 5190-9417 Matraz de filtracion de disolventes InfinityLab, vidrio, 2| 5191-6781
300 A Membrana de filtro, 47 mm, nylon, tamafio de poro de ~ 5191-4341
Mi lista de columnas AdvanceBio SEC 0,2 um, 100/paq.
Columnas de 120 A Membrana de filtro, 47 mm, celulosa regenerada, 5191-4340
AdvanceBio SEC 120 A, 1,9 ym, 2,1 x 150 mm, PL1980-3250PK tamafio de poro de 0,2 ym, 100/paq.
acero inoxidable revestido con PEEK (recomendada) Filtro de vidrio para botella de disolvente, entrada de 5041-2168
AdvanceBio SEC 120 A, 1,9 um, 2,1 x 50 mm, PL1980-1250PK disolvente, 20 pm
precolumna, acero inoxidable revestido con PEEK Mi lista de consumibles de manejo de disolventes
(recomendada) Kit de inicio de tapas InfinityLab Stay Safe 5043-1222
AdvanceBio SEC 120 A, 1,9 um, 4,6 x 300 mm PL1580-5250 Botella de disolvente InfinityLab, transparente, 1 | 9301-6524
AdvanceBio SEC 120 A, 1,9 pm, 4,6 x 150 mm PL1580-3250 Botella de disolvente InfinityLab, &mbar, 1 | 9301-6526
AdvanceBio SEC 120 A, precolumna de 1,9 pym, PL1580-1250 Botella de disolvente, transparente, 2 | 9301-6342
4,6 x 30 mm ) Botella de disolvente, ambar, 2 | 9301-6341
Columnas de 200 A Botella de purga InfinityLab Stay Safe, 1| 5043-1339
AdvanceBio SEC 20_0 A .precolumna F’e 1.9um, PL1980-1201PK Depdsito de residuos InfinityLab, GL45, 6 |, con tapa 5043-1221
2,1 x 50 mm, acero inoxidable revestido con PEEK Stay Safe (filtro de carbon 5043-1193 no incluido)
(recomendada) Filtro de carbdn InfinityLab con etiqueta indicadora de  5043-1193

AdvanceBio SEC 200 A, 1,9 um, 2,1 x 150 mm,
acero inoxidable revestido con PEEK (recomendada)

PL1980-3201PK

AdvanceBio SEC 200 A, precolumna de 1,9 pm,
4,6 x 30 mm

PL1580-1201

AdvanceBio SEC 200 A, 1,9 pm, 4,6 x 300 mm

PL1580-5201

AdvanceBio SEC 200 A, 1,9 ym, 4,6 x 150 mm

PL1580-3201

Mi lista de conexiones y conectores de columna

Conector de conexién rapida Agilent InfinityLab
(para la conexion de entrada de la columna)

5067-5965

DE44462.6107060185

Esta informacion esté sujeta a cambios sin previo aviso.

© Agilent Technologies, Inc. 2021
Impreso en EE. UU., 12 de octubre de 2021
5994-4200ES

tiempo, 58 g (para la ref. 5043-1221)

* Recomendado para el sistema de LC bioinerte 1290 Infinity II.

disolventes InfinityLab antes del anélisis.

1 Siusa disolventes distintos a los indicados en esta tabla, utilice el conjunto de filtracion de
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