Agilent

Trusted Answers

Guida per ordinare prodotti di consumo per il flusso di lavoro

Analisi degli N-glicani di glicoproteine
bioterapeutiche utilizzando la
preparazione del campione InstantPC
AdvanceBio Gly-X e LC/FLD/MS

Semplificazione e standardizzazione della produttivita nell'analisi degli N-glicani

La posizione e la struttura dei glicani N-legati possono giocare un ruolo
fondamentale nella farmacologia delle proteine terapeutiche, con possibili effetti
sullimmunogenicita, la farmacocinetica e la farmacodinamica. AdvanceBio Gly-X
Agilent & una piattaforma di ultima generazione per la preparazione del campione
di N-glicani' che offre un flusso di lavoro in soluzione semplificato usando il
colorante InstantPC per una rapida marcatura dei glicani e un segnale intenso per
la rivelazione a fluorescenza (FLD) e la spettrometria di massa (MS); la piattaforma
fornisce inoltre un'efficiente fase di purificazione in vuoto su piastra, per rimuovere
l'eccesso di marcatore e di denaturante. In 60 minuti o meno, i campioni di N-glicani
sono pronti per l'analisi UHPLC/FLD/MS utilizzando la colonna per HILIC AdvanceBio
Amide per cromatografia liquida a interazione idrofilica, seguita da quantificazione
relativa. E inoltre disponibile un'ampia gamma di standard di N-glicani marcati con
InstantPC per calibrare le separazioni degli N-glicani e identificarne le specie.
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Figura 1. Flussi di lavoro per I'analisi di N-glicani rilasciati utilizzando la preparazione del campione con Gly-X InstantPC e LC/FLD/MS.



Soluzione per l'intero flusso di lavoro di analisi degli N-glicani progettata
e realizzata da Agilent

In questa guida, troverai i prodotti di consumo necessari per avviare |'analisi degli
N-glicani marcati con InstantPC. Molti dei prodotti di consumo sono stati testati

e i risultati sono presentati nella nota applicativa 5994-1348EN.2 Nello studio

sono stati valutati gli N-glicani di rituximab (Rituxan, un anticorpo monoclonale

0 MAD) e etanercept (Enbrel, una proteina di fusione Fc) e si dimostra che l'analisi
degli N-glicani marcati con InstantPC presenta un segnale di fluorescenza
significativamente piu intenso e una efficienza di ionizzazione MS maggiore rispetto
ai glicani con marcatura 2-AB; cio rende possibile la rivelazione di specie di glicani
ad abbondanza ridotta.

La guida sui flussi di lavoro per l'analisi degli N-glicani con Gly-X InstantPC include
informazioni sugli ordini per:

— Kit di preparazione del campione: tecnologia Gly-X InstantPC sviluppata
e ottimizzata specificamente per ottenere intensi segnali di fluorescenza
per LC/FLD e migliorata ionizzazione per l'analisi MS.

— Standard di N-glicani marcati con InstantPC: i singoli standard e le librerie sono
ben caratterizzati e rivestono un ruolo essenziale nella profilazione delle specie
di N-glicani che pu0 avere ripercussioni sulla sicurezza e efficacia dei farmaci
bioterapeutici.

— Colonne per cromatografia liquida per la separazione dei glicani mediante HILIC.
— Solventi e reagenti.

— Fase mobile concentrata pronta per la diluizione.

— Vial e tappi.

— Analisi dei dati e refertazione.

Ecco come incrementare la produttivita nell'analisi degli N-glicani
— Campioni pronti per UHPLC/FLD o LC/MS in meno di 1 ora.

— Digestione mediante PNGase F in 5 minuti, con rilascio di N-glicani senza errori
sistematici.

— Colorante InstantPC per un segnale UHPLC/FLD ed MS intenso.
— Piastra di purificazione a 96 pozzetti, semplice e stabile a temperatura ambiente.
— Supporta analisi rapide e ad alta risoluzione.

— Il formato modulare offre flessibilita in termini di capacita analitica ed elimina
i residui.

In Figura 2 sono mostrati esempi di dati HILIC/FLD per N-glicani rilasciati da
rituximab e etanercept preparati con Gly-X InstantPC. Maggiori informazioni,
inclusi dati MS per l'assegnazione delle strutture degli N-glicani, sono disponibili
nella nota applicativa 5994-1348ITE.

40 pg glicoproteina
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Analisi dei dati



https://www.agilent.com/cs/library/applications/application-n-glycan-gly-x-instantpc-2-ab-express-5994-1348it-it-agilent.pdf
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Figura 2. Profilo di fluorescenza HILIC-UHPLC di N-glicani marcati con InstantPC in A) Rituxan e B) Enbrel. Le aree percentuali relative
degli N-glicani sono mostrate nelle Tabelle 1 e 2, n = 4. Le condizioni UHPLC e i parametri Q-TOF sono mostrati nelle tabelle 3 e 4.

Tabella 1. Area % relativa, SD e valori di CV% per gli Tabella 2. Area % relativa, SD e valori di CV% per gli
N-glicani in Enbrel marcati con InstantPC, n = 4. N-glicani in Rituxan marcati con InstantPC, n = 4.
ks Deviazione sk Deviazione
relativa CV% relativa CV%
" standard N standard
media media
GOF-N 0,520 0,000 0,000 GO 1,138 0,005 0,440
GO 1,288 0,005 0,388 GOF 20,340 0,055 0,269
GOF 42,965 0,031 0072 Man5 4073 0015 0,368
Man5 1,003 0010 0955 il 0320 0,008 2,552
G1Fl6] 29,453 0,031 0,105 G1Fl6] 9,130 0,037 0,410
G1F[3] 10,203 0,030 0,293 GIF(s] 4,523 0,013 0.278
G2 2,628 0,010 0,364
G2F 7,858 0,013 0,160
G2FS1l6] 0,675 0,010 1,481 G2F 5578 0015 0.269
. . . G1FS1 2,628 0,015 0,564
G2FS1[3] 0,378 0,015 3,974 G2s1[6] 0268 0,005 1,869
G252 0,455 0010 2198 G2s1[3] 13235 0,033 0,251
G2FS1[6] 1,148 0,005 0,436
G2FS1[3] 20,185 0,057 0,285
G2S2 3,478 0,005 0,144

G2FS2 9,143 0,030 0,327




Tabella 3. Condizioni UHPLC HILIC/FLD per il sistema Agilent 1290 Infinity Il per

N-glicani marcati con InstantPC.

Tabella 4. Parametri per sistemi Q-TOF Agilent
serie 6545XT per N-glicani marcati con InstantPC.

Parametro Valore Sistema Q-TOF Agilent
Colonna HILIC Agileqt AdvanceBio Amide, 2,1x 150 mm, serie 6545XT
1,8 pm (codice 859750-913) Sorgente Dual AJS ESI
Temp. della colonna 60 °C Temperatura del gas 150 °C
Fase mobile g; ;?;:;T;?]E?ri(lj; ammonio 50 mM, pH 4,4 FIuss? del drying gas 9 L/m-in
Nebulizzatore 35 psi
Tempo (minuti) %B Flusso (mL/min) Temperatura dello sheath 300°C
0 77 0,6 gas
45 59 0,6 Flusso dello sheath gas 10 L/min
46 40 0,6 Vcap 2.500 vV
47 40 0,6 Tensione ugello 500V
49 77 0,6 Fragmentor 120V
60 77 06 Skimmer 65V

Volume di iniezione 1 pL

Intervallo di massa

m/z tra 600 e 3.000

Rivelazione a
fluorescenza

FLD Agilent 1260 Infinity Il
InstantPC: AEx 285 nm, AEm 345 nm

Velocita di scansione

1 spettro/secondo

Per cominciare con Gly-X InstantPC

Considerazioni sulla preparazione del campione

di glicoproteine

| campioni di glicoproteine devono essere preparati a

una concentrazione massima di 2 mg/mL in un tampone
neutro a bassi livelli di sali, privo di detergenti e nucleofili
tipo ammine. | campioni a concentrazioni maggiori devono
essere diluiti in acqua o HEPES 50 mM, pH 7,9.

— Concentrazione massima: 2 mg/mL.

— Quantita massima di proteine per reazione: 40 ug
(per esempio, 2 UL per ogni soluzione a concentrazione
di 2 mg/mL). Per gli mAb, & possibile utilizzare quantita
maggiori di proteine, fino a 100 pg; tuttavia, & necessario
verificare la linearita dei dati.

— Tampone: Tampone neutro a bassi livelli di sale
(~150 mM), senza detergenti e nucleofili tipo ammine.
Il campione pud essere diluito con acqua o HEPES
50 mM, pH 7,9.

Altre considerazioni:

— | campioni in tamponi con ammine (per esempio, Tris,
arginina, glicina, istidina) devono essere sottoposti
a una fase di sostituzione prima della deglicosilazione.
Si raccomanda un filtro centrifuga con cut-off del peso
molecolare a 10 kDa.

— Utilizzare come eluente acido formico 0,1% quando si
preparano i campioni mediante cromatografia di affinita
per la proteina A.

— Sisconsiglia 'uso di PBS.

— Consultare il manuale di Gly-X InstantPC per ulteriori
dettagli.®

Intervallo dinamico esteso

Modalita di acquisizione (2 GH2)

Hardware per incubazione e purificazione

Durante la preparazione del campione con Gly-X InstantPC,

i campioni sono riscaldati a 90 °C nella fase di denaturazione
della proteina e a 50 °C per la digestione con PNGase F

e la marcatura con InstantPC. Per riscaldare i campioni

nella piastra a 96 pozzetti fornita, si raccomanda I'utilizzo

di un termociclatore o di un riscaldatore a secco con

blocchi. Suggerimenti sono forniti di seguito. Il processo di
purificazione avviene sotto vuoto. Se si intende utilizzare un
vacuum manifold e una pompa per vuoto diversi dal modello
Millipore suggerito, contattare Agilent.

Hardware per riscaldamento e vuoto (non Agilent) Codice

THERM-1001, 110 V
THERM-1000, 230 V

Termociclatore a 96 pozzetti (Corning)

Riscaldatore a secco con blocchi, 4 blocchi, HB4DG
HB4DG, US (qta: 2) (Troemner)

Blocchi di riscaldamento modulari (gta: 2) (VWR)  VWR 13259-260

Vacuum manifold (Millipore) MSVMHTS00

Pompa per vuoto (Millipore) WP6211560, 110 V

WP6122050, 220 V




Migliori prassi per le separazioni HILIC

Piccoli volumi di iniezione di 1 pL di glicani marcati sono ideali
per le separazioni HILIC. Volumi di iniezioni acquose superiori
a 1 uL compromettono la forma dei picchi e la risoluzione. Per
istruzioni su come diluire campioni con solventi organici per
volumi di iniezione superiori a 1 pL, consultare il manuale per
l'utilizzatore di Gly-X InstantPC, 5994-1231EN, pagina 14.

Per minimizzare il volume morto, gli utilizzatori devono
provvedere a ottimizzare i propri sistemi HPLC. Per una
durata della colonna ottimale, operare solo fino all'80% della
pressione massima.

Con la fase mobile concentrata a base di formiato di ammonio
Agilent AdvanceBio (codice G3912-00000) & possibile
preparare 1 L di formiato di ammonio 50 mM, pH 4,4

La temperatura di esercizio tipica & 60 °C. E possibile usare
temperature piu elevate, ma questo riduce la durata della
colonna.

Standard di glicani

Agilent offre un'ampia gamma di standard e librerie di
N-glicani rilasciati marcati con InstantPC che consentono la
calibrazione dei sistemi LC/FLD/MS utilizzati per I'analisi di
glicani rilasciati. Per un elenco completo degli standard di
N-glicani marcati, fare riferimento all'opuscolo tecnico sugli
standard di glicani, 5994-2202ITE. Gli standard di glicani
sono un importante ausilio nell'identificazione degli isomeri
di glicani e dei picchi coeluiti. Possibili coeluizioni includono
GOF/Man5, Man5/G1, GTFS1/G2F.

Semplicita di scelta e informazioni per gli ordini

Per ordinare gli articoli elencati nelle tabelle riportate di seguito
da Agilent Online Store, aggiungi gli articoli all'elenco Prodotti
preferiti facendo clic sui collegamenti delle intestazioni Il mio
elenco #. Inserisci, quindi, le quantita dei prodotti richieste,
aggiungi al carrello e procedi al pagamento. Lelenco rimarra tra
i Prodotti preferiti e potra essere utilizzato per ordini futuri.

Se & la prima volta che utilizzi Prodotti preferiti, ti verra
richiesto di inserire il tuo indirizzo e-mail per la verifica
dell'account. Se sei titolare di un account Agilent esistente,
potrai eseguire l'accesso. Se invece non disponi di un
account Agilent registrato, dovrai registrarne uno. Questa
funzione & disponibile soltanto nelle regioni in cui & abilitato
l'e-commerce. Tutti gli articoli possono essere ordinati anche
tramite i normali canali di vendita e distribuzione.

Il mio elenco 1 Preparazione del campione di N-glicani
con Gly-X InstantPC, colonne per HILIC AdvanceBio Amide,
solventi e contenitori per campioni.

Descrizione Codice

Preparazione del campione

Kit di preparazione per N-glicani AdvanceBio Gly-X con GX96-IPC
marcatura InstantPC, 96 pz

Kit di preparazione per N-glicani AdvanceBio Gly-X con GX24-IPC*
marcatura InstantPC, 24 pz*

Distanziatore per vacuum manifold Gly-X GX100
Colonna HILIC

HILIC AdvanceBio Amide 300 A, 2,1 x 150 mm, 1,8 um 859750-913
Reagenti

Acetonitrile ultra puro per LC/MS InfinityLab (1 L) 5191-4496

Soluzione MS, acido formico, 10 mL US-700002341

Fase mobile a base di formiato di ammonio concentrata ~ G3912-00000
AdvanceBio, 10 mL

Standard per LC/MS ultrapuro InfinityLab, acqua 5191-4498
Vial e tappi**

Vial con tappo a vite, 250 pL, 100/conf. 5190-2242
Tappo, chiusura a scatto, blu, setti in PTFE/silicone, 5182-0541

100/conf. Dimensione tappo: 11 mm

* |l kit da 24 pz (GX24-IPC ) contiene una piastra di purificazione a 96 pozzetti. Conservare la
piastra di purificazione a temperatura ambiente e ordinare le ricariche da 24 pz dei moduli di
deglicosilazione e marcatura Gly-X InstantPC (GX24-201PC).

** | glicani marcati con InstantPC sono eluiti in una piastra a 96 pozzetti. Gli utilizzatori possono
iniettare direttamente i campioni dalla piastra nella colonna LC o, in alternativa, trasferirli nei vial
per campioni.

Il mio elenco 2 Altre configurazioni di kit e moduli per la
preparazione del campione di N-glicani con Gly-X InstantPC.

Descrizione Codice
Kit di preparazione per N-glicani AdvanceBio Gly-X con GX96-IPC
marcatura InstantPC, 96 pz

Kit di preparazione per N-glicani AdvanceBio Gly-X con GX24-IPC
marcatura InstantPC, 24 pz

Modulo di deglicosilazione AdvanceBio Gly-X, 24 pz GX24-100

Modulo di marcatura InstantPC AdvanceBio Gly-X, 24 pz ~ GX24-101

Modulo di deglicosilazione AdvanceBio Gly-X, 96 pz GX96-100

Modulo di marcatura InstantPC AdvanceBio Gly-X, 96 pz ~ GX96-101

Modulo di purificazione InstantPC AdvanceBio Gly-X, 96 pz GX96-102

Set di moduli di deglicosilazione Gly-X e di marcatura GX24-201PC
InstantPC AdvanceBio, 24 pz

Set di moduli di deglicosilazione Gly-X e di marcatura GX96-201PC
InstantPC AdvanceBio, 96 pz

Distanziatore per vacuum manifold Gly-X GX100
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https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5190-2242&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=vials&caps
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5182-0541&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=vials&caps
https://chem.agilent.com/common/registrationInterim.jsp?rtulid=Z2w4MzE1NzU0OTU%3D&utm_source=Pick_List&utm_medium=Literature&utm_campaign=NGlycan_InstantPC&utm_content=sampleprepkits&modules
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX24-100&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX24-101&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX96-100&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX96-101&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX96-102&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX24-201PC&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX96-201PC&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy21_wo_NGlycanIPCspeed&utm_content=sample_prepkit

Standard di glicani Il mio elenco 4 Standard di N-glicani marcati con InstantPC

Per un elenco completo degli standard di N-glicani marcati rilevati in etanercept.” Questi standard possono essere
Agilent, fare riferimento all'opuscolo tecnico sugli standard di usati come controlli nella separazione degli N-glicani e per
glicani, 5994-2202ITE. differenziare i picchi coeluiti.

. . . . . Il mio elenco 4 (N-glicani rilevati in Enbrel
I mio elenco 3 Standard di N-glicani marcati con InstantPC (N-g )

rilevati in rituximab.? Questi standard possono essere Descrizione Struttura CFG Codice

usati come controlli nella separazione degli N-glicani e per GOF-N / FA1 r[ GKPC-402

differenziare i picchi coeluiti. b ':

Il mio elenco 3 (N-glicani rilevati in Rituxan) GO/ A2 ::;&H GKPC-301
Descrizione Struttura CFG Codice GOF / FA2 - [ GKPC-302
GOF-N / FA1 . ‘ : ; GKPC-402 b . :

Man5 / M5 :: GKPC-103
GO/ A2 :}&’. GKPC-301

G1/A2G1 &{:},[. GKPC-317
GOF / FA2 GKPC-302

l‘?&l‘
G1F / FA2G1

(}[: : : GKPC-316
Man5 / M5 :: GKPC-103

G2/ A2G2 GKPC-304
G1/ A2G1 G’:}&H GKPC-317 g::}“
G1FS1 a(2,3) / FA2G1S(3)1 GKPC-330
G1F / FA2G1 GKPC-316 ﬁl:}**z
o|Eeond

GKPC-305

G2F / FA2G2

G2F / FA2G2 g : : : GKPC-305

GKPC-325

G251 a(23) / A2G2S(3)1 GKPC-321
G2FS1 a(2,3) / FA2G2S(3)1 GKPC-325 23 ® CaSemnm
M-

s
G2FST a(2,3) / FA2G2S(3)1 [
s

GKPC-322

G2FS2 a(2,3) / FA2G2S(3)2 GKPC-323
W G2S2 a(2,3) / A2G2S(3)2

NeuS5Ac Man  Fuc :
Man = mannosio

GalNAc = N-acetilgalattosamina

Neu5Ac = Acido N-acetilneuramminico G2FS2 a(2,3) / FA2G2S(3)2 :ﬁ::}l: GKPC-323

a(26) Fuc = fucosio

Gal = galattosio

GlcNAc = N-acetilglucosammina . S NLA . .
a(23) ¢4 f Asn = asparagina Il mio elenco 5 Standard di N-glicani ad alto contenuto di

Gal  GlcNAc Ser = serina mannosio marcati con InstantPC AdvanceBio.

Thr = treonina

Descrizione Struttura CFG Codice
Figura 3. | simboli utilizzati per rappresentare i glicani seguono
le raccomandazioni del Consorzio per la glicomica funzionale Man5 / M5 :;:}“ GKPC-103
(Consortium for Functional Glycomics, CFG)°e sono stati disegnati
usando GlycoWorkbench 2.14.10. Man6 / M6 E GKPC-104
Man7 / M7 GKPC-105
SFetl
Man8 / M8 o GKPC-106
.,
Man9 / M9 GKPC-107

7
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I mio elenco 6 Librerie di N-glicani tri e tetra-antennari
marcati con InstantPC per lo studio di glicoproteine sialilate.

Le strutture dei glicani sono mostrate sui Certificati di analisi.

Il mio elenco 8 Colonne per HILIC AdvanceBio Amide per
metodi di cromatografia liquida a interazione idrofilica (HILIC).
Per maggiori informazioni, visita il nostro sito web.

Descrizione Codice

Descrizione Codice

Libreria di N-glicani triantennari sialilati a(2,3) marcati con GKPC-233
InstantPC

1,8 um, pressione massima 1.200 bar, temperatura massima 80 °C

Libreria di N-glicani triantennari sialilati a(2,6) marcati con GKPC-263
InstantPC

HILIC AdvanceBio Amide, 2,1 x 150 mm, 1,8 pm 859750-913

HILIC AdvanceBio Amide, 2,1 x 100 mm, 1,8 pm 858750-913

Libreria di N-glicani tetra-antennari sialilati a(2,3) GKPC-234
marcati con InstantPC

Libreria di N-glicani tetra-antennari sialilati a(2,6) GKPC-264
marcati con InstantPC

I mio elenco 7 Librerie di N-glicani e glicoproteine di controllo.

Le strutture dei glicani sono mostrate nei Certificati di analisi.

Descrizione Codice

La libreria di N-glicani di IgG umana & costituita da GKPC-005
oligosaccaridi biantennari complessi coerenti con

N-glicani su IgG umana normale, inclusi alcuni N-glicani

GIcNAc bisecanti, marcati con InstantPC

La libreria di N-glicani di mAb CHO & costituita da GKPC-020
N-glicani biantennari complessi fucosilati neutri e da

N-glicani ad alto contenuto di mannosio Man5 presenti

in molti anticorpi monoclonali (mAb) derivati da CHO,

marcati con InstantPC

La libreria di N-glicani di mAb CHO e glicoproteina GKPC-020-P
di mAb CHO e costituita da N-glicani biantennari

complessi ad alto contenuto di mannosio presenti

in molte glicoproteine terapeutiche derivate da CHO.

La glicoproteina di origine per la libreria € inclusa per

aggiungerla nella preparazione del campione come

controllo.

Ladder maltodestrina InstantPC AdvanceBio. GKPC-503
Puo essere utilizzata come standard di ladder
per generare i valori di unita di glucosio (GU) 7

Agilent-NISTmADb, 25 pL 5191-5744

Agilent-NISTmADb, 4 x 25 pL 5191-5745
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Agilent CrossLab: sostiene il tuo successo

CrossLab & una funzionalita Agilent che integra servizi e prodotti di consumo

per favorire l'efficacia del flusso di lavoro, migliorare la produttivita e potenziare
lefficienza operativa. In ogni interazione, cerchiamo di offrire una visione generale
che possa essere di aiuto per raggiungere i tuoi obiettivi. Offriamo unampia
gamma di prodotti e servizi, dall'ottimizzazione del metodo e la formazione alla
rilocazione di interi laboratori e all'analisi delle operazioni, per aiutarti a gestire i
tuoi strumenti e il tuo laboratorio e ottenere prestazioni migliori.

Per maggiori informazioni su CrossLab, visita www.agilent.com/crosslab
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