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Leitfaden fir die Bestellung von Verbrauchsmaterialien fiir den Arbeitsablauf

N-Glykan-Analyse von
biotherapeutischen Glycoproteinen
mit AdvanceBio Gly-X 2-AB Express
Probenvorbereitung und LC/FLD/MS

Vereinfachte und standardisierte N-Glykan-Analyse

Die Position und Struktur von N-verknlpften Glykanen spielen eine entscheidende
Rolle in der Pharmakologie therapeutischer Proteine und beeinflussen die
Immunogenitat, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik.

2-AB (2-Aminobenzamid) ist eine gangige Markierung, die seit mehr als 20 Jahren

zur Generierung von N-Glykan-Daten herangezogen wird. Agilent AdvanceBio Gly-X

2-AB Express ist eine Hochleistungsplattform fur die N-Glykan-Probenvorbereitung’,

die einen vereinfachten Arbeitsablauf verwendet, der aus einem 5-minUtigen
Deglykosylierungsschritt in Losung und anschlieRender 2-AB-Markierung auf einer
Halbleitermatrix besteht. Uberschiissiger Farbstoff wird mit Acetonitril weggespiilt, bevor
die markierten Proben mit deionisiertem Wasser eluiert werden, ohne dass sie getrocknet
werden mussen. Die Proben sind innerhalb von maximal 2 Stunden fir UHPLC/

FLD/MS bereit. Verwendet wird die AdvanceBio Amid HILIC-Saule fur die hydrophile
Interaktionschromatographie (HILIC), gefolgt von relativer Quantifizierung. Aufserdem

ist eine breite Palette von 2-AB-markierten N-Glykan-Standards fur die Kalibrierung von
N-Glykan-Trennungen und die Identifikation von N-Glykan-Spezies verfligbar.
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Denaturierung Deglykosylierung Marker Aufreinigung 1260 Infinity Il bioinertes Agilent 6545XT MassHunter BioConfirm
3 Minuten 5 min bei 50 °C 60 Minuten 10-15 Minuten bei ~ System AdvanceBio LC/Q-TOF  B.10.00 Software
bei 90 °C bei 65 °C Raumtemperatur  agilent 1290 Infinity II Markierte Bibliothek
Keine Trocknung LC-System
1260 Infinity

Fluoreszenzdetektor (FLD)
AdvanceBio Amid HILIC-Saulen

Abbildung 1: Arbeitsablauf fur die Analyse freigesetzter N-Glykane mit Gly-X 2-AB Express Probenvorbereitung mit LC/Fluoreszenzdetektor/MS.



Komplettlosung fiir den N-Glykan-Analyse-Arbeitsablauf
- entwickelt und hergestellt von Agilent

In diesem Leitfaden finden Sie die Verbrauchsmaterialien, die Sie bendtigen, um mit

der 2-AB-N-Glykan-Probenvorbereitung und -Analyse zu beginnen. Bisher waren viele

daran gewohnt, N-Glykane auf Rituximab (Rituxan, einem monoklonalen Antikorper
bzw. mAb) und Etanercept (Enbrel, einem Fc-Fusionsprotein) zu analysieren und
den gesamten Arbeitsablauf, einschliellich Probenvorbereitung, Trennung und
Datenauswertung, zu demonstrieren.?

Dieser Leitfaden fir den Arbeitsablauf der Gly-X 2-AB Express N-Glykan-Analyse
umfasst Bestellinformationen flir Folgendes:

Probenvorbereitungskit — Proben werden mit der AdvanceBio Gly-X 2-AB Express-

Technik vorbereitet und sind innerhalb von 2 Stunden bereit fir die Analyse.

2-AB-markierte N-Glykan-Standards — Diese gut gekennzeichneten einzelnen
Standards und Bibliotheken sind fiir die Profilierung von N-Glykan-Spezies, die
sich auf die Sicherheit und Wirksamkeit von Biotherapeutika auswirken kénnen,
von grofter Wichtigkeit.

Flussigchromatographie-Saulen fur die Glykan-Trennung durch HILIC.
Losemittel und Reagenzien.
Probenflaschen und -verschlisse.

Konzentrierte mobile Phase, bereit zur Verdiinnung.

Schritte zur Steigerung der Produktivitat

Der 5-minutige Verdau mit PNGase F bei 50 “C bewirkt die Freisetzung der
N-Glykane ohne Bevorzugung einzelner Spezies.

Die 2-AB Express-Markierung wird durchgefihrt, wahrend die Glykane auf
der Aufreinigungsmatrix immobilisiert sind, sodass keine Trocknung erforderlich
ist und die Gesamt-Probenvorbereitungszeit reduziert wird.

Die Verwendung des etablierten 2-AB-Markierungsfarbstoffs gewahrleistet
die Datenkontinuitat fur laufende Projekte.

Das modulare Kitformat ermaoglicht einen flexiblen Einsatz.

40 pg Glykoprotein

3 min Denaturierung

5 min N-Glykanase-Verdau

Freigesetzte Glykane

60 min Markierung mit 2-AB
Express (keine Trocknung)

Markierte Glykane

96-Well-Aufreinigungsplatte

UHPLC, MS/MS

Datenanalyse
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Abbildung 2: HILIC-UHPLC Fluoreszenzprofil von (A) Rituxan- und (B) Enbrel-N-Glykanen, die mit 2-AB markiert sind. Die relativen Prozentsatze
der N-Glykan-Flachen sind in den Tabellen 1 und 2 dargestellt, n = 4. UHPLC-Bedingungen und Q-TOF-Parameter sind in den Tabellen 3 und 4
zusammengefasst.

Tabelle 1: Relative prozentuale Flache, Tabelle 2: Relative prozentuale Flache, SD und
SD und %VK-Werte fiir 2-AB-markierte %VK-Werte fir 2-AB-markierte N-Glykane aus
N-Glykane aus Rituxan, n = 4. Enbrel, n = 4.
ot ro, Standard o\ ot ro, Standard: o
Fliche (%) abweichung Flche (%) abweichung
GOF-N 0,523 0,030 5715 GOF-N 0,428 0,005 1,170
GO 1,423 0,041 2,891 GO 1,155 0,006 0,500
GOF 42,780 0,052 0,122 GOF 19,783 0,026 0,133
G1F[6] 33,760 0,077 0,229 Man5 5,225 0,034 0,654
GTF[3] 11,853 0,040 0,340 G1F[6] 9,468 0,029 0,303
G2F 9,660 0,140 1,447 G1F[3] 4,663 0,056 1,193
G2 3,280 0,008 0,249
G2F 6,223 0,019 0,304
G1FS1 3,083 0,039 1,253
G2S1 14,400 0,029 0,204
G2FS1 20,523 0,039 0,188
G2S2 3,415 0,053 1,540

G2FS2 8,350 0,014 0,169




Tabelle 3: Agilent 1290 Infinity Il UHPLC HILIC/Fluoreszenzdetektor-
Bedingungen flr 2-AB-markierte N-Glykane.

Tabelle 4: Agilent 6545XT Quadrupol-Flugzeit-
Parameter fir 2-AB-markierte N-Glykane.

Parameter Wert

Agilent 6545XT Quadrupol-Flugzeit

Agilent AdvanceBio Amid-Saule fir HILIC, 2,7 x 150 mm, 1,8 ym

Séule (Best-Nr. 859750-913)

S&ulentemp. 40°C

A) 50 mM Ammoniumformiat, pH 4,4

Lloblelihase B) Acetonitril

InstantPC und 2-AB-markierte Glykane

Zeit (Minuten) %B Flussrate (ml/min)

0 80 0,5

2 75 0,5
g::]i;nten—Pro— 28 62 05

49 40 0,5

51,5 80 0,5

52 80 0,5

60 80 0,5

Injektionsvolumen 1 pl (entspricht Glykanen aus 0,4 pg Protein)

Agilent 1260 Infinity Il Fluoreszenzdetektor

Fluoreszenzdetektion InstantPC: AEx 285 nm, AEm 345 nm

Erste Schritte mit Gly-X 2-AB Express:
Tipps fiir optimale Ergebnisse

Erwagungen fiir die Glycoprotein-Probenvorbereitung
Glycoproteinproben sollten mit einer maximalen
Konzentration von 2 mg/ml in einem neutralen,
spulmittelfreien Puffer mit niedrigem Salzgehalt vorbereitet
werden. Proben mit hoherer Konzentration sollten mit Wasser
oder 50 mM HEPES, pH 7,9, verdlnnt werden.

— Maximale Konzentration: 2 mg/ml.

— Maximale Proteinmenge pro Reaktion: 40 ug (z. B. 20 pl
mit je 2 mg/ml Losung). Fir mAbs kénnten groRere
Proteinmengen (bis zu 100 pg) verwendet werden, wobei
die Datenlinearitat beurteilt werden sollte, wenn mehr als
40 ug geladen werden.

— Puffer: Neutraler, spulmittelfreier Puffer mit niedrigem
Salzgehalt (~150 mM). Probe kann mit Wasser oder
50 mM HEPES, pH 7,9, verdinnt werden.

— Wenn die Salzkonzentration der Probe 150 mM
Uberschreitet, wird ein zentrifugaler Spin-Filter flr einen
Molekulargewichtsgrenzwert von 10 kDa empfohlen.

Quelle Duale AJS ESI
Gastemperatur 150 °C
Trocknungsgasstrom 9 1/min
Zerstauber 35 psi
Sheathgas-Temperatur 300°C
Sheathgas-Fluss 10 I/min
Vcap 3000V
Nozzle Voltage 500V
Fragmentor 120V
Skimmer 65V
Massenbereich m/z 600 bis 3.000
Scanrate 1 Spektrum/s

Datenerfassungsmodus ~ Hochauflosung (4 GHz)

Hardware fiir Inkubation und Aufreinigung

Beim Arbeitsablauf zur Gly-X 2-AB Express-
Probenvorbereitung werden Proben zur Protein-Denaturierung
auf 90 °C, fur den PNGase F-Verdau auf 50 °C und fur

die 2-AB-Markierung auf 65 °C erhitzt. Wir empfehlen die
Verwendung eines Thermocyclers oder Dry Block Heaters,
wenn die Proben in der bereitgestellten 96-Wellplatte wie
unten angegeben erhitzt werden.

Der Arbeitsablauf umfasst eine einfache Aufreinigung

auf Vakuumbasis. Wenn Sie anstelle der in dieser

Tabelle angegebenen Modelle eine aquivalente Heizung,
Vakuumkammer oder Pumpe verwenden mochten, kann eine
Validierung erforderlich sein. Wenden Sie sich an Agilent, um
weitergehende Hilfe einzuholen.

Hardware fiir Heizung und Vakuum

(nicht von Agilent) LSl

96-Well-Thermocycler (Corning) THERM-1001, 110 V

THERM-1000, 230 V

Dry Block Heater, 4 Blocke, HB4DG, US (2 St.)
(Troemner)

HB4DG

Modulare Heizblocke (2 St.) (VWR)

VWR 13259-260

Compact Digital Dry Bath/Block Heater 88871001
(Thermo Fisher Scientific)
Vakuumkammer (Millipore) MSVMHTS00

Vakuumpumpe (Millipore)

WP6211560, 110 V
WP6122050, 220 V




Best Practices in der HILIC

- Kleine Injektionsvolumen von 1 pl (wassrigen) markierten
Glykanen sind fiir HILIC-Trennungen am geeignetsten.
Wassrige Injektionsvolumen > 1 pl beeintrachtigen Peakform
und Auflosung. Anweisungen zur Verdiinnung von Proben
mit einem organischen Losemittel fur Injektionsvolumen >
1yl finden Sie im Benutzerhandbuch zu Gly-X 2-AB.2

— Das Konzentrat Agilent AdvanceBio Ammonium
Formate Mobile Phase (Best.-Nr. G3912-00000) kann
zur Herstellung von 1 | einer mobilen Phase mit 50 mM
Ammoniumformiat (pH 4,4) verwendet werden.

— Der Benutzer sollte seine HPLC-Systeme optimieren,
um das Totvolumen zu minimieren. Eine optimale
Lebensdauer der Sdule wird erzielt, wenn nur mit bis zu
80 % des maximalen Drucks gearbeitet wird.

— Die typische Betriebstemperatur betragt 60 °C. Hohere
Temperaturen konnen zwar verwendet werden; diese
verkUrzen jedoch die Lebensdauer der Saule.

Glykan-Standards

Agilent bietet eine breite Palette an Standards und
Bibliotheken flir 2-AB-markierte freigesetzte N-Glykane zur
Kalibrierung von LC/FLD/MS-Systemen, die zur Analyse
freigesetzter N-Glykane verwendet werden.® Glykan-Standards
sind fUr die Identifizierung von Glykanisomeren und
koeluierenden Peaks unerlasslich. Potenzielle koeluierende
Peaks sind GOF/Man5, Man5/G1, G1FS1/G2F.

Datenanalyse und Berichterstellung

Die Daten werden mit der Agilent MassHunter BioConfirm
Software zur qualitativen Analyse mit PCD analysiert.

Hinweis: Agilent bietet MassHunter 11 jetzt mit der OpenLab
ECM XT Datenanalysesoftware, die 21 CFR Part 11 erfillt.

Informationen fiir eine einfache Auswahl und Bestellung

Um in den folgenden Tabellen aufgeflihrte Artikel aus

dem Agilent Online Store zu bestellen, klicken Sie in

der Spaltenlberschrift auf den MeineListe-Link, um

die betreffenden Artikel in die Liste ,Produktfavoriten”
aufzunehmen. Sie konnen dann die erforderliche
Produktmenge eingeben, die Produkte in hren Warenkorb legen
und zur Kasse gehen. lhre Liste bleibt unter ,Produktfavoriten”
fUr Sie zur Verwendung bei kiinftigen Bestellungen erhalten.

Wenn Sie ,Produktfavoriten” zum ersten Mal benutzen,
werden Sie zur Eingabe Ihrer E-Mail-Adresse aufgefordert,
um das Kundenkonto zu bestatigen. Wenn Sie bereits

uber ein Agilent Konto verfligen, konnen Sie sich einfach
anmelden. Andernfalls mussen Sie sich registrieren, damit
ein Agilent Konto angelegt werden kann. Diese Funktion ist
nur in Regionen verflgbar, in denen E-Commerce moglich
ist. Alle Artikel konnen online durch Klicken auf die jeweiligen
Bestellnummern oder Uber die normalen Verkaufs- und
Vertriebswege bestellt werden.

MeineListe 1 Gly-X 2-AB Express N-Glykan-Probenvorbereitung,
AdvanceBio Amid HILIC-Saulen, Losemittel und Probenbehélter.

Beschreibung Best.-Nr.
N-Glykan-Probenvorbereitung

AdvanceBio Gly-X 2-AB Express Kit, 96 St. GX96-2AB
AdvanceBio Gly-X 2-AB Express Kit, 24 St. GX24-2AB*

AdvanceBio Gly-X 2-AB Express Erstausstattung GX400
GX24-401AB*

AdvanceBio Gly-X Modulsatz zur Deglykosylierung und
2-AB Express-Markierung, 24 St.

Séulen, Fittings und Anschliisse
AdvanceBio Amid HILIC, 2,1 x 150 mm, 1,8 um 859750-913
Agilent InfinityLab Quick Connect Fitting (Sduleneinlass) ~ 5067-5965

Agilent InfinityLab Quick Turn Fitting (Sdulenauslass) 5067-5966
Losemittel und Reagenzien

InfinityLab Ultrarein LC/MS-Acetonitril, 1 | 5191-4496
InfinityLab Ultrarein LC/MS-Standard, Wasser, 1 | 5191-4498

Konzentrat AdvanceBio Ammonium Formate Mobile G3912-00000
Phase, 10 ml

MS-Losung, Ameisenséure, 10 ml

US-700002341

Zubehor fur Losemittelfiltration**

InfinityLab Losemittelfiltrationseinheit 5191-6776
InfinityLab Losemittelfiltrationsflasche, Glas, 2 | 5191-6781
Filtermembran, Nylon 47 mm, 0,2 pm, 100 St. 5191-4341
Filtermembran, regenerierte Cellulose 47 mm, 0,2 ym, 5191-4340
100 St.

Losemittelflaschen-Glasfilter, Losemitteleinlass, 20 pm 5041-2168
Zubehor fiir Losemittelhandhabung

InfinityLab Stay Safe Verschlusskappe, Starter-Kit 5043-1222
InfinityLab Losemittelflasche, klar, 1| 9301-6524
InfinityLab Losemittelflasche, braun, 11 9301-6526
Losemittelflasche, klar, 2 | 9301-6342
Losemittelflasche, braun, 2 | 9301-6341
InfinityLab Stay Safe Spiilflasche 5043-1339
InfinityLab Abfallbehalter, GL45, 6 | mit Stay Safe 5043-1221
Verschlusskappe$

InfinityLab Aktivkohlefilter mit Zeitstreifen, 58 g8 5043-1193
Probenflaschen und Verschlisse®

Probenflasche, Schraubverschluss, 4 ml, Polypropylen, 5191-8150

100 St.*

Probenflascheneinsatz, 300 pl, Polypropylen, PolymerfiiBe, 5182-0549
100 St.¥

Schraubverschluss, 9 mm, klar, Polypropylen, 100 St. 5191-8151

*

Das 24-ct-Kit (GX24-2AB) enthalt eine 96-Well-Aufreinigungsplatte und ein 24-ct-2-AB-

Markierungsmodul. Bewahren Sie das Aufreinigungsmodul bei Raumtemperatur auf

und bestellen Sie 24-ct-Nachfiillpackungen des Modulsatzes zur Gly-X 2-AB Express-

Deglykosylierung und Markierung (GX24-401AB).

** \lerwenden Sie vor der Analyse die InfinityLab Ldsemittelfiltrations-Baugruppe, wenn Sie
Losemittel verwenden, die nicht in dieser Tabelle aufgefiihrt sind.

* 2-AB-markierte Glykane werden in eine 96-Wellplatte eluiert. Der Benutzer kann die Proben
entweder direkt aus der Platte auf LC injizieren oder sie in Probenflaschen lbertragen.

+ Agilent empfiehlt die Verwendung eines 250-ul-Probenflascheneinsatzes mit der 2-ml-
Polypropylen-Probenflasche, um das Totvolumen zu minimieren.

§ Aktivkohlefilter ist nicht im Lieferumfang des Abfallbehélters enthalten, bestellen Sie 5043-1221

und 5043-1193 zusammen.


https://www.agilent.com/account/login/?aid=acom&rtulid=Z2wxOTAzMTY5ODc3&utm_source=Pick_List&utm_medium=Literature&utm_campaign=NGlycan_2AB&utm_content=consumables
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX96-2AB&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=sampleprep
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX24-2AB&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=sampleprep
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX400&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=sampleprep
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GX24-401AB&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=sampleprep
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=859750-913&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=column
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5067-5965&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=fittings&connectors
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5067-5966&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=fittings&connectors
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4496&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solvents&reagents
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4498&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solvents&reagents
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=G3912-00000&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solvents&reagents
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=US-700002341&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solvents&reagents
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-6776&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventfiltration
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-6781&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventfiltration
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4341&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventfiltration
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4340&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventfiltration
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5041-2168&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventfiltration
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1222&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=9301-6524&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=9301-6526&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=9301-6342&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=9301-6341&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1339&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1221&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1193&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=solventsupplies
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-8150&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=vials&caps
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5182-0549&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=vials&caps
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-8151&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=vials&caps

MeineListe 2 Weitere Konfigurationen von Gly-X 2-AB Express

N-Glykan-Probenvorbereitungskits und -modulen.

MeineListe 4 Weitere 2-AB-markierte native N-Glykan-
Standards des Komplex-Typs.

Beschreibung Best.-Nr. Beschreibung CFG-Struktur Best.-Nr.
AdvanceBio Gly-X Deglykosylierungsmodul, 96 St. GX96-100 GO-N l{ GKSB-401
AdvanceBio Gly-X 2-AB Express Markierungsmodul, 96 St. GX96-401 :
AdvanceBio Gly-X 2-AB Express Aufreinigungsmodul, 96 St.  GB96-402 GOFB GKSB-303
AdvanceBio Gly-X Deglykosylierungsmodul, 24 St. GX24-100 }};
AdvanceBio Gly-X 2-AB Express Markierungsmodul, 24 St. GX24-401
- - G2FB GKSB-306
AdvanceBio Gly-X Modulsatz zur Deglykosylierung und 2-AB  GX96-401AB Zy};
Express-Markierung, 96 St.
G2S1 a(2,6) Q\{g:b_._. GKSB-311
Glykan-Standards
Eine vollstandige Liste der markierten N-Glykan-Standards G2FS1a(26) ‘\{m.; OSB3
von Agilent finden Sie in unserer Technischen Broschure zu
Glykan-Standards.? G2S2 a(2,6) : GKSB-312
MeineListe 3 2-AB-markierte N-Glykan-Standards fir
Glykane, die in Rituximab und Etanercept vorkommen.? G2FS2 a(2,6) : ; GKSB-313
Diese Standards kdnnen als Kontrollen bei der N-Glykan-
Trennung sowie zur Differenzierung von koeluierenden Peaks G2F mit 2 a-Gal GKSB-318
verwendet werden. m’z
A3 GKSB-307
Beschreibung CFG-Struktur Best.-Nr. E;}“
GOF-N/F(6)A1 GKSB-402
'K&I; G3 g GKSB-308
GO/A2 :}‘}. GKSB-301
G3S3 a(2,6) GKSB-314
GOF/FA2 GKSB-302
l‘}&[‘
Man5/M5 : : GKSB-103 A4 E : GKSB-309
G1/A2G1 GKSB-317
O,
moomm Ga GKSB-310
G1F/FA2G1 GKSB-316
lagend
G2F/FA2G2 : : ; GKSB-305
MeineListe 5 AdvanceBio Gly-X 2-AB Express markierte
G2/A2G2 GKSB-304* N-Glykan-Standards des mannosereichen Typs.

cmotmE

* GKSB-304 2AB-markierter N-Glykan-Standard fiir Etanercept. Kommt nicht in Rituximab vor.

NeuS5Ac Man  Fuc

- i};nl}-l
a(2,3) 4 T

Gal

Abbildung 3: Die Glykan-Symboldarstellungen folgen den Empfehlungen des
Consortium for Functional Glycomics® (CFG) und wurden mit GlycoWorkbench

2.14.10 erstellt.

l

GlcNAc

Neu5Ac = N-Acetylneuraminsaure
Man = Mannose

GalNAc = N-Acetylgalactosamin
Fuc = Fucose

Gal = Galactose

GlcNAc = N-Acetylglucosamin
Asn = Asparagin

Ser = Serin

Thr = Threonin

Beschreibung CFG-Struktur Best.-Nr.

Man5/M5 :: GKSB-103

Man6/M6 E: GKSB-104

Man7/M7 GKSB-105
*{giean

Man8/M8 . GKSB-106
tfEsees

Man9/M9 GKSB-107

1
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https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-402&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_ritux_Etan
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https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-303&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-306&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-311&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-315&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-312&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-313&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
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https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-309&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-310&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_complex
https://chem.agilent.com/common/registrationInterim.jsp?rtulid=Z2w4OTMzMjI2NzQ%3D&utm_source=Pick_List&utm_medium=Literature&utm_campaign=NGlycan_2AB&utm_content=AdvanceBio_highMannose_2ABstandards
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-103&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_highmannose
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-104&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_highmannose
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-105&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_highmannose
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-106&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_highmannose
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-107&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_highmannose

MeineListe 6 2-AB-markierter nativer N-Glykan-Kern und Hybrid.

MeineListe 9 AdvanceBio Amid HILIC-Saulen.

Beschreibung CFG-Struktur Best.-Nr. Beschreibung Best.-Nr.
Hybrid GKSB-111 1,8 um, 1200 bar max. Druck, 80 °C max. Temperatur

ii)*“ AdvanceBio Amid HILIC 300 A, 2,1 x 150 mm, 1,8 pm 859750-913
NN am GKSB-100 AdvanceBio Amid HILIC 300 A, 2,1 x 100 mm, 1,8 um 858750-913
Man3 :}“ GKSB-101
Man3F : : GKSB-102 Literatur

MeineListe 7 Bibliotheken mit 2-AB-markierten bi-, tri- und
tetraantennaren N-Glykanen zur Untersuchung sialylierter
Glycoproteine. Die Glykanstrukturen werden auf den
Analysenzertifikaten angegeben.

Beschreibung Best.-Nr.
AdvanceBio Partitionierte Bibliothek aus 2-AB GKSB-520
biantennarer und hoher Mannose

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB a(2,3) sialylierten GKSB-232
biantennédren N-Glykanen

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB a(2,6) sialylierten GKSB-262
biantennédren N-Glykanen

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB a(2,3) sialylierten GKSB-233
triantennéren N-Glykanen

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB a(2,6) sialylierten GKSB-263
triantennéren N-Glykanen

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB a(2,3) sialylierten GKSB-234
tetraantennéren N-Glykanen

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB a(2,6) sialylierten GKSB-264

tetraantennéren N-Glykanen

MeineListe 8 Bibliotheken mit 2-AB-markierten N-Glykanen;
Glycoproteine als Kontrollen. Die Glykanstrukturen werden auf
den Analysenzertifikaten angegeben.

Beschreibung Best.-Nr.

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB Human-IgG-N-Glykan GKSB-005
— enthalt komplexe biantennare Oligosaccharide, die

N-Glykanen auf normalen Human-IgG entsprechen

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB-Human-a-1-saurem GKSB-001
Glycoprotein und N-Glykan - Enthélt eine heterogene

Mischung aus di-, tri- und tetraantennaren Glykanen

mit nicht fucosyliertem Core mit verschieden starker

Sialylierung (NeuAc) und einigen Fucoseresten

und wiederholten Lactosaminen auf den dufReren

Verzweigungen. Diese Mischung entspricht den

N-Glykanen, die fiir humanes a-1-saures Glykoprotein

berichtet wurden

AdvanceBio Bibliothek aus 2-AB bovinem Fetuin GKSB-002
und N-Glykan — Enthélt eine Mischung sialylierter

N-verknupfter Glykane (Core-Struktur nicht fucosyliert),

entspricht N-Glykanen, die fiir bovines Fetuin berichtet

wurden

AdvanceBio 2-AB AdvanceBio Homopolymerstandard GKSB-503

Glucose

Agilent NIST-mAb*, 25 pl 5191-5744

Agilent NIST-mAb*, 4 x 25 pl 5191-5745

N-Glykan-Analytik: Zusammen besser. Agilent Broschiire 5994-1647DEE

2. Analysis of labeled Glycans User Manual 5994-1231EN, pg 14

3. AdvanceBio Glykan-Standards InstantPC, 2-AB, 2-AA, APTS, InstantAB, InstantQ, unmarkiert
5994-2202DEE

4. Varki A, et al. Symbol Nomenclature for Graphical Representations of Glycans. Glycobiology.

2015 Dec; 25(12): 1323-1324

Entwicklung eines Arbeitsablaufs fir die schnelle Probenvorbereitung zur N-Glykan-

Freisetzung und -Markierung mit 2-AB 5994-0945DEE

o


https://chem.agilent.com/common/registrationInterim.jsp?rtulid=Z2w4OTMzMjI3Mzg%3D&utm_source=Pick_List&utm_medium=Literature&utm_campaign=NGlycan_2AB&utm_content=2AB_native_Nglycan_core&hybrid
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-111&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_native
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https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GKSB-234&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=2ABlabeledstd_bitritetra
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https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=859750-913&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=1.8um_glycanmap_column
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=858750-913&utm_medium=literature&utm_source=ord-guide&utm_campaign=csd_fy22_wo_NGlycan2AB&utm_content=1.8um_glycanmap_column
https://www.agilent.com/cs/library/brochures/brochure-glycan-prep-prozyme-5994-1647DEE-agilent.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/5994-1231EN.pdf#page=14
https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/5994-2202DEE_Glycan-Standards-Structures_Technical-Flyer.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/glycans/snfg.html
https://www.agilent.com/cs/library/applications/5994-0945DEE.pdf

Agilent CrossLab: Wir unterstiitzen lhren Erfolg

Agilent CrossLab ist ein Leistungsangebot von Agilent, das Services und
Verbrauchsmaterialien integriert, um den Erfolg von Arbeitsablaufen zu
unterstltzen, die Produktivitat zu verbessern und die Betriebseffizienz
zu steigern. In jeder Interaktion sind wir bestrebt, Erkenntnisse zu bieten,
mit welchen Sie Ihre Ziele schneller und besser erreichen. Wir bieten eine
breite Palette an Produkten und Services an, von Methodenoptimierung
und Schulung bis zum Umzug gesamter Labore und zur Analytik von
Betriebsdaten, die Sie dabei unterstitzen, Ihre Gerate und Ihr Labor so zu
verwalten, dass sie bestmagliche Leistung erbringen.

Mehr Infos Uber CrosslLab unter www.agilent.com/crosslab
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