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Agenda

1. Herausforderungen in der Protein-Chromatographie

2. Der 1260 Infinity Quaternary Bio-inert LC ist ein
Interaktionsfreies System

« Beispieldaten fur Metallfreiheit

3. Vereinfachen von Arbeitsablaufen in der
lonenaustauschchromatographie

« Solvent Master Software (Prototyp) Vorstellung

4. Beispiele einer vollstandigen Proteincharakterisierung auf
einem System

« HPLC und UHPLC, alles auf einem LC
5. Zusammenfassung
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Protein-Chromatographie:

—->Keine einheitliche Proteinstruktur
—>Komplexes Verhalten des Proteins auf
der Saule fuhrt zu breiteren Peaks

Proteins sind anfalliger flr
« Aggregation/ fallen leicht aus
« Reaktion an Oberflachen (daher i e
extreme Reinigungsprozesse) -
- Modifikationen bei Uberexpression
oder Probenvorbereitung/
Chromatographie Masse 150,000 Da

05 on
Effector (gam.'l 2)
functon
Truncation
(lysine 0,1,2)

-
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Extreme Reinigungsbedingungen in der Protein-
Chromatographie
Cleaning in Place (CiP):

Da Proteine bereitwillig mit inrer Umwelt reagieren, ist es notwendig das LC
System mit aggressiven Substanzen zu ,reinigen’:

*Hohe Salzkonzentration (2M NaCl, 2M (NH,),SO,
*Organische Losungsmittel (70% MeOH, EtOH, ACN, 2-propanol)
*Proteinaufldsende Agenzien (8M Urea, 6M Guanidinium chlorid)

*Niedriger und hoher pH (0.5M HCI, 0.5M NaCl) um ausgefallenes Protein
zu entfernen

—> Edelstahl (SST) ist oft nicht kompatibel mit diesen
Reagenzien

The Mea|sure| of Confidence
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Dies fuhrt zu Zwel Hauptanforderungen an das '
Trennsystem

1. Niedrigste Interaktion mit Proteinproben, Metallfreiheit

2. Hohe Robustheit, um extremen Reinigungsprozeduren zu
widerstehen

':::' Agilent Technologies Confidentiality Label
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Gute Grunde fur eine Bio-inert HPLC

Protein Analytik:

« Unspezifische Bindungen

* Niedrige Ausbeute oder Auflosung

« Peak Tailing

 Korrosions-und pH- Probleme mit Standard HPLC

« Geringere Saulenhaltbarkeit und beeintrachtigte Performance
Andere Anwendungen:

« metallfreie Chromatographie

* Hohe pH- Anwendungen

The Mea|sure| of Confidence
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Der Agilent 1260 Infinity Bio-inert Quaternary L
Der neue Standard in der Bioanalytik
BIO

inert| X 100% Bio-inert

v Probe berlhrt keine Metalloberflachen
v pH Bereich 1-13 (kurzzeitig 14)
v' 2 M Salz, 8 M Harnstoff
v neue Bio-inert UHPLC-Kapillaren
UHPLC
600 bar
Leichte Bedienbarkeit und Robustheit
Hohe Korrosionsbestandigkeit
Hinterkolbenspulung
Quaternéares Mischsystem
Agilent Qualitat
Agilent Garantie und Service Qualitat (PMs)
Agilent Bio-HPLC Séaulen fur Charakterisierung von
Biotherapeutika

AN N NN
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1260 Infinity Bio-inert HPLC

Was ist gleich geblieben zum
1260 Infinity Quaternary LC?

= pasierend auf der 1200/1260
Technologie

*Die gleiche Pumpen-, Detektor und
Autosampler-Leistung

* pbekannte Robustheit

600 bar (UHPLC) gibt es nun auch
fur schnelle Bio-Trennungen

Modular flexibel
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WaS ISt Neur) ' Series

[inert

» Weiter pH-Bereich (1-14)
« Hohe Salztoleranz
* Niedrigste Oberflachenaktivitat

- Blo-Inert, keine Passivierungs-
prozeduren notwendig

The Mea|sure| of Confidence b e
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Neues Kapillardesign fur Metallfreie UHPLC

Metallfreie Systeme bestanden bisher aus PEEK

Die Kapillaren kdnnen nur 200 bar Druck widerstehen
*Daher sind diese Systeme nur fur SEC und IEX bestimmt

*Es ware schon, wenn man auf dem modularen Gedanken basierend
ein Bio-inert LC System entwickeln kdnnte

Agilent dachte nach...
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Neues Kapillaren-Design Fur Bio-inertheit

®  Metallverkleidete PEEK-Kapillare

[inert

[inert

-> PEEK-Kappe ist auf SST aufgelasert

Fitting Design: Hybridtechnik

Ermoglicht 600 bar
und ist metallfrel!
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Niedrigste Metallemissionen.
Nachweis durch ICP-MS

1100 System 0.1 (v/v) % Formic acid

400
I Blue bar is 1 pg/l Limat

Formic acid 25 mM Sodium 100 mM

0.1% (v/v) Stdew. phosplate Stdev. NaOH Stdev. G
52 Cr [He] 0025 0.005 0066 0.014 <0.031 g
55 Mn [He] <0.028 <0.009 <0.021
56 Fe [H2] <0.041 <0.057 <0.093 -
59 Co [He] 0.007 0.0002 <0.003 <0.011
60 Ni [He] <0055 0.202 0014 <0.299 - I . B
63 Cu [He] <0.021 =0.013 0.040 % - = - 2 3 2
66 Zn [He] <0.058 <0.230 <0.024 e sz 3 & g %
90 Zr [ No Gas ] 0.211 0.004 <0.006 1.243
93 Nb [ No Gas ] <0.003 <0.003 0.011  0.002
95 Mo [ No Gas] <0.009 <0.007 0.149  0.007 e Lo
105 Pd [ No Gas ] <0.017 <0.004 0.004  0.000 [Biue bar s g/ Lt
107 Ag [ No Gas | <0,008 0.046  0.006 0.011 "
111 Cd [ No Gas ] <0.006 <0.008 0.014  0.005
138 Ba [ No Gas ] 0.041 0.031 0011 <0.235
195 Pt [ No Gas ] <0.037 <0.006 <0.020 &
197 Au [ No Gas | <0.002 =0.006 0.048 0.002 Ed
205 Tl [ No Gas ] <0.001 <0.006 <0.006 e
208 Pb [ No Gas ] 0.003 0.001 <0.015 0.063  0.010

Alle Metalle aus dem Bio-inert LC nach Saure/ Base-
Behandlung sind deutlich niedriger, sogar oft < 1 pg/ L

The Mea|sure| of Confidence
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Der 1260 Infinity Bio-inert LC

Basiskonfiguration
 — BIO
—
G5611A G5667A
Bio-inert Bio-inert
Quaternare Pumpe Autosampler
mit Degasser und
ASW
\ c— .
G1315 C/D DAD or G1316C
G1365 C/D MWD mit TCC mit Bio-inerten
Bio-inerter Flusszelle Heizelementen und

Mdoglichkeit fur Ventile

The Mea|sure| of Confidence
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G5664A Bio-inert G5628A Bio-inert
Analytical Scale Manual Injector

Fraktionssammler _

Fir small-scale prep und semi-prep
Aufreinigung (bis zu10 mL/min)

G1321B #28 FLD
Bio-inert flow cell

Max-light
G4212A/B # 32 und # 34 DAD fiow-cell
[inert Bio-inert flow cell 60 mm

The Mea|sure| of Confidence
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Bio-inerte Ventillbsungen

Ventilkopf Ventilantrieb

« 2 pos/6port G5631A
e 4-column selector G5639A

* 12/13 solvent selection Flexibel und schnell austauschbar

The Mea|sure| of Confidence
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Bio-inert HPLC Software:
ChemsStation (B.04.03 DSP1 or C.01.01), EZChrom oder
OpenLAB CDS

RC.net
basierende §
Treiber wie fir = Yoo P imEs o ew Lok
1260 Infinity S -

Quaternary LC
System =

EEEEE
-
¥
7
L]
d- !
i o
5
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Solvent Master Software:
lonenaustauschchromatographie-,Methodenentwicklung*

1. Herstellung eines Salz- oder pH-Gradienten

2. Maogliche Fehlerguellen bei Ansetzen der Stammlésungen

Einwiegen, mischen, pH einstellen, verdinnen

3. 4 Stammlésungen auf dem LC:

4
Typ <V |
A Wasser
B Puffer (Saure Komponente)
C Puffer (Basische Komponente)
D Salz

':::‘ Agllent Technologies Agilent Bio LC Seminar at Bayer
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Solvent Master Protype SW

* Die Solvent Master SW ist als Prototyp ftr Agilent 1260
Infinity Quaternary Bio-inert LC Nutzer erhaltlich.

- Auf einer Ubersicht kann ein Puffersystem, das dem
Isoelektrischen Punkt (PI) des zu analysierenden Proteins
entspricht ausgewahlt werden.

« Eingabe einer Gradiententabelle flhrt zu
Konzentrationsempfehlungen fir Stammilésungen und
Vorschlag von zusatzlichen Kompensationsschritten flr den

Gradienten

::: Agilent Technologies Agilent Bio LC Seminar at Bayer
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# BiolLC Gradient Calculator v0.1.2 EDU, Vlastimil Hruska 2011

—1. select Buther & lradient = alubon

r 2. Gradient Time T able
Select Buffer

ISDdium FPhozphate [MaH2PO4+M a2HPO4) 7.2 -

| Dpenl Savel Sort I Cleall K=0

m Phosphate [NaH2P04+Ha2HPO4) 5| |Jime[Sah il Bulia

Sadium Phasphate [H3P04+Na0H) . 2.2.7.2.127 . —| |[[min) ] pH] [mM]

Sodium Phosphate (HA3PO4+Ha2HPO4): | 22.7.2
TRIS/HCI[TRIS+TRIS.HCI: 8.1.
TRIS/HCITRIS+HCD: 81 .

MES/Ma [MES+MES Ma): . 5.1

MES/Ma [MES+MalH]. . 6.1

Acetic/Ma [Aoeticebcetate Ma) . 4.8

Acetic/Ma [Acetic+MalH): . 4.8

“|Acetic/MHAAZ: 4.8 [7.0) C
~ |Acetic/NH: . 48,93

3. Composition of Stack Salution:

1. ' ater [100%)

foo? 2| 7
2 NaHzP04

|25 w1 %

3. NazHPO4

|25 w1 %

4. Salt [MaCl type]

{5000

™ |HEPES/Ma [HEPES + HEPES.Ma) . 7.5
HEFES/Ma [HEPES + MaOH). . 7.5

MH3MHCI [MH3+MHACD: 3.3 .

MH3MCI [MH3+HCI); 9.3 .

Bic.arbonate buffer (MaHCO3+Ma2C03) 103
Sodium Citrate [Citric + Tri-Sodium Citrate]: . 3.1
Sadium Citrate [Citric + NaOH): 31, 4.8, 6.4
Diammoniurm Citrate/MH3: . 3.1, 48,65
MES/TRIS [MES + TRIS]: . B1,8.1.
ACES/Ma[ACES + NaDH): 6.8

MOPS/Ma [MOFS + NaDH]: 7.2

taleic/Ma [Maleic acid + MaOH): .. 1.9,6.2

td alonic/Ma [Malonic acid + MalH]: . 2.8, 5.7 -
Lactic/Ma [Lactic acid + HaOH): .. 3.9
Farmic/Ma [Formic acid + MaOH) .. 3.7

m

4. Create % Time Table———

Process |

[ Optimize Gradient
F pH Max Emmor Interyal

- Save kL

Export pH |

Succinic/Ma [Succinic acid + NaOH]: .. 4.2, 5.6
Bicine/Ma [Bicine + MaOH]: 8.3

M-methyl-Piperazine/HCL .. 4.7

Piperazine/HCE . 5.7, 3.8

Histidine/HCI. .. 2, 6.0 ..

Histidine/MalOH: [7.7].. 9.3, .. B

o

ure| ot Lonfidence
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Schritt 2: Gradiententabelle flr Salz- oder pH-
Gradient

# BiolC Gradient Calculator v0.1.2 EDU, Viastimil Hruska 2011 — | I:Il Xl L
1. Select Buffer & Gradient S olution 2. Gradient Time T able 3. Compozition of Stock Solution
Select Buffer ‘ Open I Save I Sort I Clear I Ok=4 1 ot (1007) ~ 2 -
100% [ & | H |
Sodium Phosphate [MaHZPO4+Ma2HPO4]: 7.2 - Timne Salt pH Buffer -~ I
. [reir] (M) [oH] (M) = 2. MaH2P04 [recommended = 29.5 mid]
s 0 7 20 | o (I
EL] 1000 7 20 3 Na2HP04 [recommended = 33.5 mhd]
.01 I 7 20 I o |1 o
|7 Add pk.a information to description of buffers 20 o 7 20 4. Salt [MaCl type] [recaommended = 3000 mkd)
|7 Auto-Recalculate [if ime-table iz changed) - I
Gradient Table: Titrating Concentrations -~ - 4. Create % Time Tabls
Time C[Titr]  pH ist conduct. BC Line2 Line3 F
(min)  (mM] [pH] (mM] (S/m] o (mM] o [mM] [m) racess |
0 30.2 7 40.3 D248 114 9.84 102 o )
15 KiR| 7 1040 919 1.3 8.9 1.1 [ Optimize Gradient
15.M 30.2 7 40.3 D248 149 9.84 102
2 Wz 7 403 0248 113 a4 102 ¥ pH Max Enor Interval
Total Lines: 4
Ewport pH |
b b Save xhL |

of Confidence
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Schritt 3: Empfehlung der Stammldsungen

—a4. Lompozition of skock Solubion
1. Water [100%]
100% ?
ﬂ BiolLC Gradient Calculator v0.1.2 EDU, Vlastimil Hruska 2011 2 MaHZPO4 [recnmmended =295 I'|'||"-"|]
1. Select Buffer & Gradient Solution 2. Gradient Time T able r =
Select Buffer ‘ Open I Gave I Sort I Clear I k=4 235 * 1 é
| Sodium Phosphate [NaH2PO4+Na2HPO4): 7.2 v | | [Time Salt pH Buffer = 3. MazHPO4 [recommended = 33.5 mbd]
. . [rnin] [rntd] [pH] [rntd] E
Select Gradient Salution 0 0 7 a0 = 33 5 +- -I ::-p.___.
ISaIl Gradient [MalCl tppe) ;I 15 1000 7 M ' =
15010 7 20 4. 5alt [MaCl type] [recommended = 3000 mbd]
. . L 20 1] 7 20

|7 Add pk.a information to description of buffers

|7 Auto-Recaloulate [if time-table iz changed) - HDDD
Gradient Table: Titrating Concentrations -~ - 4. Create % Time Tabls
Time C[Ti]  pH ist conduct. BC Line2 Line3
[min) — [mM]  [pH] mb)  [S/m) (md] [mM] [mM] ﬂl
1] anz 7 a0.3 0248 119 9.84 102 o )
15 A 7 1040 919 1.3 8.9 1.1 [ Dptimize Gradient
1501 302 7 40.3 0248 119 9.84 102
A w2 7 03 0248 113 as4 102 ¥ pH Max Enor Interval
Total Lines: 4

Ewport pH |
b b Save xhL |

The Mea|sure| of Confidence
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,Rezepte’

4. Lompaszibion of Stack Salubions

1. wfater [100%) pr—
100 ﬂ
£ MaH2PO4 [recommended = 29.5 mi]
235 + |1 4
3. HazHPO4 [recommended = 33.5 mi]
235 + |1 %
4. Salt [MaCl type] [recommendead = 2000 mkd]
A000
Bl Stock Solution Recipes =]

\Weigh 35394 g

Line3 L
INaEHF"D-ﬂl: sodium phosphate dibasic - Walgh 4.7557 g

«| _r|-

The Mea|sure| of Confidence
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Schritt 4a: Der ,Wahre’ Gradient wird Gezeigt

ﬂ BiolLC Gradient Calculator v0.1.2 EDU, Vlastimil Hruska 2011 - | I:Il Xl
1. Select Buffer & Gradient S olution 2. Gradient Time T able 3. Compozition of Stock Solution
o I g I Sart I ol I k=4 1. Water [100%]
Select Buffer pen ave or 2ar TS el ] |
| Sodium Phosphate (NaH2PO4+Na2HPO4) | |[Time Salt £H Buffer = Iz \ ;2PD4 ey -
. . (] M) ipH] o] = . Ma [recommended = 29.5 mbd]
Select Gradient Solution 0 0 7 o0 = |25 - |1 5
| Sl Gradient [NaC type] =1 | 15 1000 7 20 3 NaZHP04 [recommended = 35.5 mh)
15.01 1] 7 20 |25 . |1 3
I_ Add pka information ta description of Buffers 20 u 7 20 4. Salt [NaCl type] [recommended = 3000 mkd)
F Auto-Recalculate [if time-table iz changed) - IEDDD
Gradient Table: Titrating Concentrations ~ |54l Gradient - %: o [ 4 Cieate & Time T able
Time CITitr])  pH st conduct. BC Line2 Line3 Time Lined LneB LneC LineD
(i) [mtd] [pH] [mtdl [S4m] [mk] [mbd] [mb] (i) [%] [%] [%] [%]
0 302 7 40.3 D248 14 984 10.2 0 363 334 303 0 o i
15 311 7 1040 919 1.3 8.91 1.1 15 34 30.2 331 333 I_ Dptimize Gradient
151 302 7 40.3 D248 14 984 10.2 151 363 334 30.3 1] |7 Shiw Legend
20 30.2 7 40.3 D248 149 9.84 102 20 363 334 303 0
Tatal Lines: 4 timirnurn Buffering Capacity [EC] = 11.3 mk
Export pH | 1)&[
— — S ave ML | Set Anes
— Actual pH
™ + Anchor pH
— Preset pH

-- Upper pH error
-- Lower pH Error

s

sure| of Confidence
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Schritt 4b: Die Gradiententabelle wird Optimiert

—4. Create & Time Table———

Gradient Table: Titrating Concentrations +  |5alt Gradient - % -~

Time C[Titr)  pH izt conduct. BC Line 2 Line3 Time Line& LineB LineC LineD —

[min] [mk]  [pH] [mM]  [Sém]  [mb] [mbd] (k] [rrin] (%] (%] (%] (%]

1] nz 7 40.3 nz24a 1149 984 10.2 1] J63 334 03 1] o i

1.61 M4 7 150 1.34 11.4 a.59 1.4 1.61 333 291 3 1E F Optirnize Gradisnt

4.42 M4 7 339 an 111 812 1.9 442 273 275 354 98 = F Show Legend

15 K1 7 1040 919 11.3 291 111 15 34 anz 331 333

16.01 0.2 7 40.3 nz242 1.9 984 10.2 15.01 J6.3 334 a3 1]

20 0.2 7 40.3 nz242 1.9 984 10.2 20 J6.3 334 a3 1]

Total Lines: 6 Mirimum Buffering Capacity (BT = 11.1 mbd Expart pH {2}

= |Maotice: Becommended concentrations of stock ™ Save XML Set Aues

— Actual pH
* Anchor pH
— Preset pH

-- Upper pH error
-- Lower pH Error

The Mea|sure| of Confidence
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5. Die Gradiententabelle wird in ChemStation
Importiert (Bio-Pumpe, G5611A)

=alt laradient - =

Time Lined LineB LneC
[rmin] [%] [%] [%]

1] 6.3 33.4 a0.3
1.61 333 291 34
442 273 275 35.4
15 3.4 0.2 331
15.01 6.3 33.4 0.3
20 6.3 33.4 303

Line D

%)
I
36
9.8
333
I

0

tinirnurn Buffering Capacity [(BC] =111 mbd

Flows

Solvents

A 00 1| %
B: ¥ 731 | %
C ¥ BY | %

D: ¥ 0o cox

Stoptime

O As Injector/Mo Limit
@ 1500 > min

Pressure Limits

Mir: 000 > bar

The Mea|sure| of Confidence
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0&00

Posttime

mL/miry

o Off

Import Solvent Blending...

1000

20000

min

bar

E‘ Advanced
E| Timetable

Time * | Function

1.31  Change Solvent Compo..
402  Change Solvent Compo..
15 Change Solvent Compa...
158.01  Change Solvent Compo..
20 Change Solvent Compo..

: Change Solvent Compa..

Parameter

Solvent compozition A: 200 % b4 b4
+ Solvent composition &; 182 % BF11% C:89%D:18%
Solvent composition & 146 % B:700% C100%D: 54 %
Solvent composition &: 00 % B:711% C:89%D: 200 %
Solvent composition &: 200 % B:731% CE9 XD 00 %

Solvent composition &: 200 % B:731% CE9 XD 00 %

40444

Add_ || Hemo\fi || Eleareﬂ |

Eut_ || Eop_l,l_ ||

iologies

F'aste_ |

Agilent Bio LC Seminar at Bayer
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PH Scouting with Marker Proteins on BioMab NP-10

RNase A (pl 9.45), Aprotinin (pl 10.5), Lysozyme (pl 11.35)

| DADZ A, Sig=220.4 Ref=380,100 (15 T_040720. ERWWARI_PHS_PHZ_SCOUTING 2014-04-07 A7-99-520h X RALDDO000 . [
mAL —
3 RNase A @
H 6.0 S - 5o
p ) E Aprotinin & o
—_ ax]
R Lysozyme
0- I Jﬂ\-. L
I T T T I T T
2 4 =} 2 10 12 14 min
| DADZ A, Sig=220.,4 Ref=380,100 ()5 T_040720. ERWWARI_PHS_PHZ_SCOUTING 2014-04-07 47-99-520 R ALDDOO00Z. [
mall = &
- H H o
o Aprotinine & Lysozyme_+. »
| o
pH 6.5 z el
. 1000 = RNase A
0 I T T : T I T T
2 4 =} 2 10 12 14 min
| DADZ A, Sig=220,4 Ref=380,100 (15 T_040720. ERWWARI_PHS_PHZ_SCOUTING 2014-04-07 A7-99-520 R ALDDO0003. [
mAL — 3
E RNase A & Lysozyme
H 7 O 2000 - a
] ]
1000 = Aprotinin
0 i I T T ' ) I T T
2 4 =} 2 10 12 14 min
DADZ A, Sig=220.4 Ref=360,100 ()5 T_040720. ERWWARI_PHS_PHZ_SCOUTING 2014-04-07 A7-99-5200 R ALDDO0004. [
et Lysozymey;
2000 ?i I E
H75 : RNase A © |3 .
. 1000 - Aprotinin
0 i I T T I T I T T
2 4 =} 2 10 12 14 min
DADZ A, Sig=280,4 Ref=360,100 (JST_040720. ERVWAFI_FHG_FHE_SCOUTING 2011-04-07 17-59-59% LR ALODDDO0S [
Al Lysozyme
= [n)]
2000 = & B o L
: RNase A & © -~ Aprotinin
p . 1000 = ? I|‘| JFL
o = I T T T I T T
2 4 [} =] 10 12 14 min

- Agilent Technologies
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: -’i'z_:“;‘\l finit
Pt ennie

Zusammenfassung fiir Solvent Master (Prototyp) %

« Empfiehlt Puffer-System und Stammlésungen
« Errechnet optimierte Gradienten-Schritte
« Ermoglicht vereinheitlichte Methoden innerhalb der Firma

 Integration mit ChemStation ermdglicht schnelleres
Transferieren der Daten

':::‘ Agllent Technologies Agilent Bio LC Seminar at Bayer
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HPLC und UHPLC, alles auf einem LC
Und dann auch noch Bio

Anwendung Analysenzeit Max Druck Gg;;gtgr?]tgs
Grofienaus- 14 200 bar ?
schluss
lonenaustausch 30 200/ 300 bar ?
Peptide Maps 12 600 bar ?

Physicochemical Characterization of a Therapeutic Protein by Peptide
Mapping, SEC und IEX using the Agilent 1260 Infinity Bio-inert
Quaternary LC system: 5990-6192EN
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GrofRenausschlusschromatographie (SEC)

TE Agilent SEC-3, 3 pm, 300 A, 7.8 mm = 300 mm

mAL 3 Agilent SEC-5, Sum.Sﬂ[}ﬁ.?.B mm = 300 mm

SEC 3-ym Saule :
gezeigt werden. w: "

100 3 [\

JAN

T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 L
0 z 4 ] 8 10 12 14 min

mAL Brand A SEC-5. 5 pm, 300 A, 7.8 mm = 300 mm

=
=
o
200 i
|
|

50 | ),I' \

Figure 5
Size exclusion of a P128 therapeutic protein sample performed on the Agilent 1260 Infinity Bio-Inert
Quaternary LC using different SEC columns.
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lonenaustauschchromatographie (IEX)

u:f._ Agilent Bio MAb 5, 4.6 mm = 250 mm

186
f.359

T T T T T
4 25 28 7 28 29 30 3 min

Die Agilent Bio Mab 5

SaUIe Zelgt bESte % Agilent Bio MAb 10, 4.6 mm x 250 mm
Peakform und )
Trennleistung. A \__
- N
D A
Figure 6

Weak cation-exchange chromatography for P128 therapeutic protein sample on the Agilent 1260
Bio-inert Quaternary LC system using different cation-exchange columns.

The Mea|sure| of Confidence
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Peptide Map von P128

mill .
| =, s
* In komplexen Proben ist zum !
Erreichen der optimalen i i
Auflosung eine lange -
Analysenzeit notwendig |
2004
« Eine erhdhte FluRrate kurzt die . “ Il ﬂ' ' n
Analysenzeit und zeigt zudem 1 | | '| |
. ] | | AN |
exzellente Auflésung SIS J“M‘“MU WA |
hlll III?IEIHISI[IHHFII:'nHHHI‘.'IIIll-llﬁnlllrlrlnI
™ 0.8 mL/min
L. . . 350 RT=20.25 min
« Der 1260 Infinity Bio-inert LC -
unterstitzt die Nutzung von & ‘
STM-Saulen mit hohen " ‘ , ﬂ ‘
Flussraten . ﬁ‘ | 4| ﬁ ]| H ” '“ | |‘|
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HPLC und UHPLC, alles auf einem LC
Und dann auch noch Bio

Anwendung Analysenzeit Max Druck Geeignetes
System?
Grofienaus- 14 200 bar ja
schluss
lonenaustausch 30 300 bar Jja
Peptide Maps 12 600 bar =

« Ein flexibles Instrument flr Protein-Charakterisierung

* Bio-inert und korrosionsbestandig

* Hohe Aufldsung, hohe Sensitivitat und schnelle
Trenngeschwindigkeit
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Bio-inert UHPLC:

BI0
« Basiert auf dem 1260 Infinity Quaternary LC linert
System, verwendete Materialien sind Bio-inert |

 Pumpe aus Titan/ Gold, alle anderen Komponenten ﬂ (\

enthalten GUberhaupt kein Metall e
 Vertraute Performance wie bisherige Agilent LCs, :____
gleicher Service und Software, wenig )

Trainingsaufwand ————
« Dank seiner UHPLC-Fahigkeit sind mehrere :—1-:}

Applikationen zur Proteincharakterisierung auf 2/
einem System moglich

e das System muss nicht umgebaut werden
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. 1200 Infinity

Series

Vielen Dank

e|of Confidence
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Autosampler- und Pumpen-Design

- el B10
>G5667A HP-Autosampler (Bio) - S

Titanium (mechanical parts) until sample introduction, PEEK, ceramics, PTFE, FFKM

Needle Seat Metal cladded

PEEK Seat (inside) PEEK capillary

SST Housing
FUr robustness

PEEK und
ceramic Fur metal free
sample path SST Holder und Screw

B —— [
>G5611A 600bar Quat. (Bio)

Used materials instead of non inert materials: Titanium (mechanical parts), Platin-lridium,
PTFE, PTFE or FFKM
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TCC und Fraktionssammler design to ensure

bio-inertness

»(G1316C TCC (thermostatted column compartment)
# 19 und # 20 (w/o valve drive)

G5613-60050 Solvent Heater (Bio)

Metal cladded PEEK
Capillaries

PEEK Ferrules

Inert Sockets (metal free)

PEEK Outlet SST Housing
»G5664 A Fraktionssammler (Bio)

Used materials instead of
non inert materials:
PEEK, ceramics
und PTFE

Ceramic Actuator
(inside)
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Flow cell design to ensure bio-inertness

»G1315C/D DAD und G1365C/D MWD . fm—
+ #28 Fur complete bio-inertness und pH between 1-13 (shortterm 14)

Inert Unions
PEEK Capillaries

PEEK Ferrules

Ceramic Cell (inside)
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':::‘ Agllent Technologies Agilent Bio LC Seminar at Bayer
38 e July 12, 2011



S

- AN e
AN \“..?"u' >
< b ! ']
AL _“gf Ty
. i AR
"?"“ﬁ‘?wv‘

Solvent Master SW: Reality Check

Does predicted buffer gradient match real conditions?

— Time table (25 lines) of optimized gradient was transferred
(manually) to the LC ChemStation method with flow-rate 1 mL/min
und experimentally measured with stock solutions 100 mM H3PO4
und 100 mM Na2HPOA4.

— Non-buffering region around pH ~ 4.3 und close to pH ~ 9.
— Experimental data were shifted by 4.36 min to align with
calculated profiles.

The Mea sur‘e| of Confidence
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Beispiel einer Gradient-Optimierung
Vorher

+7 BioLC Gradient Calculator v0.1.2 EDU, Viastimil Hrusrf-*a 2011

=1o] x|

1. Select Buffer & Gradient S alutior 2. Gradient Time Table 3. Compozition of Stock Solution:
Select Buffer Open I Save I Sort I Clear I Ui=2 11';;?8[ (1007) e | - |
| Sodium Phosphate (H3P04+Na0H]: .. 2.2,7.2.127. = | | [Time___[Sal pH Buffer & |2 Haopm P -
o min)  JimM) [H] () - TR0 (Geaniiiatac OV
Select Gradient Salution 0 0 3 50 |1ED - |-| 3
| it Gradient (N type] EAAN K 0 3 50 3. NallH [recommended = 300 mi]
10 &0 9 B0 |3nn - |1 %
|7 Add pk.a infarmation ta description of buffers 123 SDD 2 :g 4. Salt [MaCl type] [recommended = 1500 mkd)
|7 Auto-Recalculate [if ime-table i changed] LI |1EDD
Gradient Table: Titrating Concentrations ;I Salt Gradient - %: o | [ Create & Time T able
Time C(Tir]  pH it conduct, BC Line2  Line3 Time Line1 Line2 Line3 Lined
[rmir] [md] [pH] [md] [Sfm]  [mb) [md] [md] [rmir] [%] [%] [%] [%]
434 3 446 0348 14 1] 434 h2.2 333 145 o ;
1 434 3 145 0348 14 a0 434 1 h22 333 145 1} I_ Optimize Gradignt
10 99.7 9 E49 R.25 0944 B0 99.7 10 nz 333 332 333
15 %7 8 B3 524 706 5O 9.7 15 1.2 33 322 33 [ pH Max Error Interval
20 434 3 446 0348 14 1] 434 20 h2.2 333 145 I
Total Linez: & Minimum Buffering Capacity (BC) = 0,959 mbd Expart pH |
LI LI Save XML |

10
Time (min)
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Beispiel einer Gradient-Optimierung
nachher

i BioLC Gradient Calculator v0.1.2 EDU, Viastimil Hruska 2011 - |EI |i|
1. Select Buffer & Gradient S alutior 2. Gradient Time T able 3. Compozition of Stock Solution
Select Buffer | Open I Save I Sort I Clear I OK=5 11';§;t8' (100%) e | ” | -
| Sodium Phosphate [H3P04+Na0H). .. 2.2,7.2.127 . = | | [Time Salt pH Buffer = |2 H3;u4 ot 1m0 = I
. . it [ ioH] [ a [recommended = mid]
Select Gradient Salution 0 0 3 50 |-| 50 - |1 5
: ¥
| it Gradient (N type] EAAN K 0 3 =] 3 NaDH [recammended = 300 mM)
10 500 9 50 [300 + 1 % i
|7 Add pk.a infarmation ta description of buffers 123 EDD 2 :g 4. Salt [NaCl type] [recommended = 1500 mkd)
|7 Auto-Recalculate [if ime-table i changed] j I'I 500
171 %8 595 3% 322 118 50 58 a| [171 24 m3 186 137 4. Create % Time Table
17.5 h2.3 554 ans 282 R23 1] 52.3 175 324 333 17.4 169
179 h0.9 h12 264 243 2.22 a0 509 179 356 333 17 141
18 B0.7 R.03 253 234 1.84 1] 50.7 18 363 333 169 1356 o _
182 b4 4.82 233 215 1.28 a0 a0.4 18.2 ira 333 168 121 I7 Dptimize Gradient
184 0.1 4,61 210 1.94 1.03 1] 50.1 18.4 383 333 1687 107
189 495 47 160 146 144 5O 495 189 429 333 166 73 v pH Max Enar Inferval
148.3 487 a7 119 1.07 313 1] 487 18.3 458 333 168.2 47
196 47.3 34 883 0.769 E.03 a0 473 196 48.2 333 168 27
20 434 3 446 0348 14 1] 434 20 52.2 333 145 0 Export pH |
Total Lines: 37 tinimum Buffering Capacity [BC] = 0.97 3 mbd
- Save HML

0 2 4 6 8 1I[J 12 14 16 18 20
Time (min)
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pH Gradient 2—-9 Experiment
(Optimiert)

77

10
ol| —e—MeasuredpH | g -g-g-=--
g ]| — Calculated pH
1| ---- Upper Max Error
! ]| ---- Lower Max Error
6 —
T ]
o 54
4 4
3 h t . =4.36 min (delay)
2 o—o: 20 fractions, 3.5 ml each
1 — T T T T T T T T "~ T " 1 | T T T 1
-7 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
time (min)
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pH Gradient 2—-9 Experiment
(Nicht- Optimiert)

10 -
94 | —e— Measured pH =
g ]| — Calculated pH o
10 Linear pH
- ---- Upper Max Error
- 61| ---- Lower Max Error
S 54
4 -
3436 min (delay)
2 {6—e-

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
time (min)
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