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Eine Hauptklasse der von der biopharmazeutischen Industrie
entwickelten therapeutischen Biomolekiile sind monoklonale
Antikorper (mAbs), deren Popularitit sich hauptsiachlich
durch ihre hohe Antigen-Spezifitdt begriindet. Therapeuti-
sche mAbs werden fiir zahlreiche Krankheiten entwickelt,
wobei der Fokus vor allem auf Krebs- und immunologischen
Erkrankungen liegt."! Alle derzeit fiir den klinischen Ge-
brauch zugelassene Antikorper bestehen aus zwei schweren
und zwei leichten Ketten, welche iiber Disulfidbriicken mit-
einander verbunden sind und somit insgesamt ein Moleku-
largewicht von ca. 150 kDa aufweisen. Auf Antikérpern ba-
sierende Biopharmazeutika sind oft aus komplexen und he-
terogenen Molekiilen zusammengesetzt, weshalb eine Reihe
verschiedener analytischer Methoden zur vollstindigen
Charakterisierung erforderlich ist.

In diesem Zusammenhang erwichst der Massenspektro-
metrie (MS) eine zunehmende Bedeutung fiir die mAbs-
Analytik.?”! MS ist dabei vielseitig einsetzbar, z.B. zur Struk-
turaufkldrung, Charakterisierung von Glykan-Profilen, Lo-
kalisierung von Disulfidbriicken, Bestimmung posttransla-
tionaler Modifikationen oder zur Kartierung von Epitopen.”!
Fiir die meisten dieser Anwendungen wird die massenspek-
trometrische Analyse auf Peptidebene durchgefiihrt. Dies
erfordert vor der eigentlichen Analyse zahlreiche Proben-
vorbereitungsschritte; u.a. Denaturierung, Reduktion, Al-
kylierung, enzymatischer Verdau und Glykanfreisetzung,
wobei jeder dieser Schritte Unwagbarkeiten hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit mit sich bringt.

Prinzipiell ist die direkte MS-Analyse intakter Antikor-
per, entweder in denaturierter oder nativer Form, ein un-
komplizierterer Ansatz. Wihrend die MS-Analytik unter
denaturierenden Bedingungen mittlerweile routineméaBig
eingesetzt wird,”*? entwickelt sich MS unter nichtdenaturie-
renden Bedingungen, d.h. native MS, ebenfalls zu einer
praktikablen Alternative zur genauen Messung des Moleku-
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largewichts intakter Antikorper. Native MS, wie kiirzlich
definiert,” wird eingesetzt, um die Tertiir- und Quartir-
struktur von Proteinen und Proteinkomplexen aufzuklédren.
So konnen Informationen erhalten werden, die mithilfe an-
derer Verfahren nicht zugénglich sind, wodurch eine voll-
standigere Charakterisierung der Antikorper ausgehend von
einer einzelnen Analyse moglich ist. Bewédhrte Anwendungen
nativer MS reichen von Antikorper-Antigen-Bindungsstudi-
enP! iiber die Evaluierung struktureller Eigenschaften, Dy-
namiken und Wechselwirkungsstirken® bis hin zu qualitati-
ver und halbquantitativer Analyse von mAb-Mischungen.”
Eine Weiterentwicklung der analytischen Plattform hinsicht-
lich Empfindlichkeit, Massengenauigkeit, Auflosungsvermo-
gen und Robustheit wiirden die Analyse nativer, intakter
Antikorper dabei substanziell verbessern. In Richtung dieses
Ziels haben wir die native MS kiirzlich durch den Einsatz
eines modifizierten Orbitrap-Massenanalysators weiterent-
wickelt, sodass eine signifikante Leistungssteigerung im Ver-
gleich zu den fiir diese Messungen iiblicherweise eingesetzten
TOF-Instrumenten erreicht wurde (Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen).”® Anfinglich haben wir die
Leistungsfahigkeit dieser neuen Plattform durch die Analyse
sehr groBer Proteinkomplexe, z.B. GroEL (800 kDa) aus
E. coli und das 20S-Proteasom (730 kDa) aus S. cerevisiae,
demonstriert.’) Hier stellen wir die enorme Vielseitigkeit der
neuen Orbitrap-Plattform im Rahmen der Charakterisierung
von mAbs vor, wodurch das Erreichen dringender Erforder-
nisse der biopharmazeutischen Industrie moglich wird.

Fine der Herausforderungen in der Charakterisierung
von IgGs ist die in beiden schweren Ketten vorkommende N-
verkniipfte Glykosylierungstelle. Die Charakteristiken dieser
Glykankette sind stark abhingig von der Zelllinie, die zur
Proteinexpression eingesetzt wird, und beeinflussen sowohl
die Bindung des Antikorpers zum entsprechenden Fc-Re-
zeptor als auch dessen Halbwertszeit im Serum.['”! Daher ist
eine umfassende Charakterisierung der verschiedenen Gly-
kanketten fiir therapeutische mAbs unumginglich. Abbil-
dung 2 zeigt native Massenspektren von deglykosylierten und
glykosylierten IgGs (ca. 146 kDa) die mi statischer Nano-
Elektrospray-lonisation auf einem modifizierten Exactive-
Plus-Instrument (Abbildung 1, siche auch Experimentelles)
aufgenommen wurden. Die Molekiilionen sind typischen
nativen ESI-MS-Spektren entsprechend nur iiber wenige
Ladungszustinde verteilt (hauptsichlich von 23 + bis 27 +).
Die verschiedenen Glykoformen der Antikorper sind dabei
eindeutig grundliniengetrennt, wodurch eine exakte Zuord-
nung der Peaks zu den entsprechenden Glykanen moglich ist
(AMw =162 Da, entspricht dem Molekulargewicht eines
Hexose-Molekiils (Galactose), Abbildung 2b). Das in diesem
Spektrum erzielte Auflésungsvermogen ermoglicht die Auf-
losung von kleinen Massenunterschieden bis hin zu 25 Da,
wodurch die Identifizierung von unterschiedlichen Modifi-
zierungen wie Glykosylierung, C-terminale Lysin-Abspaltung
oder sogar von Primérsequenzmutationen ermoglicht wird.
Um dies zu verdeutlichen, haben wir die verschiedenen
Glykoformen eines Antikorper-basierten Konstrukts mit
einem sehr heterogenen Glykanmuster aufgekldrt und zuge-
ordnet (Abbildung 2¢). Diese Daten konnen dariiber hinaus
bereits durch eine einzelne Analyse innerhalb weniger Se-
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Abbildung 1. Aufbau des modifizierten Exactive-Plus-Gerits (Thermo
Fisher Scientific, Deutschland); im Detail beschrieben in Lit. [9]. Die
Modifizierungen umfassen: (i) Lagerung von lonen in der HCD-Zelle
anstatt in der C-trap um die lonen effizienter einzufangen und die De-
solvatisierung zu erhshen, (i) manuelle Regulierung des Xe-Gasdrucks
in der HCD-Zelle, (iii) Anpassung der Spannungen an den Flatapol-
und Transfermultipolen, (iv) Aktivierung von , In-source“-Dissoziations-
energie und (v) modifizierte Software zur Anwendung der maximalen
RF-Spannungen an allen RF-Multipolen (inklusive der C-trap), um
Messungen im Massenbereich bis m/z 30000 zu erméglichen.

kunden aufgenommen werden, wodurch iiblicherweise nur
wenige Femtomol pro Probe benétigt werden. Die zuverlis-
sige Zuordnung von Modifizierungen der Antikorper kann in
diesen Spektren durch eine spektrale Auflosung von bis zu
12000 im m/z-Bereich um 6000 zusammen mit einer hohen
Massengenauigkeit (< 1.5 Da/6 =10 ppm, d.h. 0.001 %) er-
zielt werden. Fiir denaturierte Antikorper kann mit FT-ICR
im niedrigeren m/z-Bereich sogar ein noch hoheres Auflo-
sungsvermogen erreicht werden, was allerdings zu Lasten von
Empfindlichkeit und Detektionsgeschwindigkeit geht.!'!
Durch die sich verdndernden Produktionsabldufe in der
pharmazeutischen Industrie hin zur Herstellung von synthe-
tischen Konstrukten, z. B. coexprimierten Mischungen, Anti-
korper-Wirkstoff-Konjugaten oder Antikorper-DNA-Konju-
gaten, wird die Probenkomplexitidt, neben der bereits aus
Glykanen und andere Modifizierungen resultierenden struk-
turellen Heterogenitét, weiter erhoht. Mischungen mehrerer
monoklonaler Antikorper erfreuen sich als potenzielle the-
rapeutische Wirkstoffklasse aufgrund synergistischer Effekte
bei minimalen zusitzlichen Kosten zunehmender Beliebtheit,
erfordern jedoch aber auch neue, speziell entwickelte analy-
tische Verfahren.'? Um das Leistungsvermdgen des Orbi-
trap-Analysators in dieser Hinsicht zu untersuchen, haben wir
eine komplexe Mischung bestehend aus zehn deglykosylier-
ten monoklonalen Antikorpern analysiert (Abbildung 3a).
Fiir jeden Ladungszustand (Abbildung 3a,b) wurden neun
verschiedene Peaks detektiert, welche eindeutig den indivi-
duellen Komponenten der Mischung durch Messung des je-
weiligen exakten Molekulargewichts zugeordnet werden
konnen. Nur die Peaks zweier Komponenten, die sich nur
durch eine Massendifferenz von 20 Da (entspricht < 0.8 Th)
unterscheiden, konnten nicht komplett differenziert werden.
(Anmerkung: Die Breite der Isotopenverteilung eines Anti-
korpers entspricht ca. 25 Da.)? Das experimentelle spek-
trale Auflosungsvermogen der Orbitrap ermoglicht dariiber
hinaus auch die Analyse von glykosylierten mAbs (Abbil-
dung 3c,d). Jede der vier verschiedenen IgG-Spezies fiihrt zu
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Abbildung 2. Analyse von Antikérper-Glykanformen mit nativer Orbi-
trap MS. Native Massenspektren von IgG mit zunehmend komplexe-
ren Glykanprofilen: a) Das komplette native Spektrum eines deglykosy-
lierten IgG zeigt, dass alle lonensignale auf fiinf Hauptladungszustén-
de verteilt sind (23 <z<27). Die aus diesem Spektrum bestimmte
exakte Masse (146.352.4 Da) weicht nur um 6 =2 ppm von der theo-
retisch berechneten Masse ab (146.352.6 Da). Hervorgehoben ist der
Ladungszustand 25+ mit einer Peakbreite von 1.1 Th und einem
Schulterpeak von +1.5 Th. b,c) Native Massenspektren eines einzel-
nen Ladungszustands eines glykosylierten intakten 1gGs (b) bzw. eines
hochglykosylierten IgG-Halbmolekiils (c), bei dem die Signale der ver-
schiedenen Glykoformen grundliniengetrennt sind. Basierend auf der
m/z-Differenz zwischen den Peaks (162 Da, Hexose/Galactose, H;

203 Da, GlcNAc, G; 146 Da, Fucose, F; 291 Da, Sialinséure, S) wurden
die individuellen Glykoformen den Peaks zugeordnet (siehe auch die
Liste rechts im Spektrum).

finf gut aufgelosten Peaks die jeweils fiinf verschiedenen
Glykanstrukturen zugeordnet werden konnen. Aus dem
Spektrum wird auch ersichtlich, dass alle Antikorper diesel-
ben Glykanmodifizierungen zu gleichen Anteilen aufweisen.
Daraus folgt, dass sowohl die relative Anzahl der vier Anti-
korperkomponenten also auch deren Glykanprofile durch
eine einzelne Orbitrap-MS-Analyse bestimmt werden kann.

Ahnliche Ergebnisse wie die oben beschriebenen kénnen
auch auf einer Q-TOF-Plattform erzielt werden, was jedoch
unter ,nativen“ Bedingungen nur mit geringerem Auflo-
sungsvermogen moglich ist (Abbildung S1).7*1 Wir erkliren
das hohere Auflosungsvermogen groftenteils mit der deutlich
besseren Desolvatisierung der Ionen, welche in der Ionen-
quelle und in der Xenon-gefiillten HCD-Zelle der Orbitrap
stattfindet. Ein potenzieller Vorteil von nativer MS ist, dass
das Signal auf nur wenige Ladungszustinde konzentriert
wird, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit von sich iiberlap-
penden Ionen anderer Proteine reduziert. Mit nativer MS ist
es weiterhin ebenso moglich, nichtkovalente Wechselwir-
kungen, z.B. Protein-Protein- oder Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen, simultan zu messen. Dies umfasst im Zusam-
menhang mit mAbs unter anderem die Untersuchung von
Antikérper-Antigen-Bindung,* ¥ nichtkovalent gebundenen
Antikorperstrukturen® und von Oligomerisierung/Aggrega-
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Analyse erhalten bleibt und
dass die Ladungszustandscluster
der verschiedenen Komplexe
deutlich voneinander getrennt
sind. Native MS auf einer Or-
bitrap ist daher eine effektive
und effiziente Methode zur
Untersuchung von Antikorper-
Antigen-Bindung und liefert im
Unterschied zu anderen Tech-
niken, welche nur die durch-
schnittliche Bindung messen,
Informationen iiber jeden indi-
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Abbildung 3. Analyse einer Kombinationsmischung von Antikérpern mit nativer Orbitrap-MS: a) Kom-
plettes natives Massenspektrum einer Mischung von zehn deglykosylierten IgG Antikérpern und b) eine
Vergroflerung des Ladungszustands 26 +. Durch die gut aufgetrennten lonensignale und die Messung
der genauen Massen kénnen acht von zehn Komponenten eindeutig zugeordnet und relativ quantifiziert
werden. Die mit einem Sternchen markierten Signale stammen von zwei Komponenten, deren Moleku-
largewicht sich nur um 20 Da (0.8 Th) voneinander unterscheidet. c) Komplettes natives Massenspek-
trum einer aus vier glykosylierten Antikérpern zusammengesetzten Mischung und d) eine Vergréerung
des Ladungszustands 25 +. Auch hier erméglichen die gut aufgetrennten lonensignale und die Messung
der genauen Massen die eindeutige Identifizierung und relative Quantifizierung von allen vier Antikér-
pern. Dadurch wird ersichtlich, dass die Glykanmuster der vier Antikérper sehr dhnlich sind.

tion." Die Etablierung dieser Art von Analysen auf der
Orbitrap-Plattform ermoglichte es uns als néchstes, nichtko-
valente Antikorperspezies und Antikorper-Antigen-Wech-
selwirkungen zu analysieren.

IgG4-Molekiile konnen als Dimere nichtkovalent ge-
bundener Paare von schweren und leichten Ketten vorkom-
men. Das Entfernen der an Disulfidbriicken reichen Schar-
nier-Region (IgG4Ahinge) verstirkt diesen Effekt, und durch
Punktmutationen kann die Stdrke der Assoziation der
schweren Ketten weiter modifiziert werden.”! Im Rahmen
dieser Studie haben wir auf einer Orbitrap eine IgG4Ahinge-
Variante mit schwacher Bindungskonstante (Kp > 100 um)
und eine weitere mit deutlich hoherer Affinitdt der schweren
Ketten (Kp < 1 nm) analysiert. Die Orbitrap-Massenspektren
enthiillen ein 75 kDa schweres Monomer fiir das zuerst ge-
nannte Konstrukt (Abbildung S2a) und eine dimere Spezies
mit einem Molekulargewicht von 150 kDa fiir das letztge-
nannte Konstrukt (Abbildung S2b). Diese reprisentieren
erwartungsgemaf die ,halben“ und ,intakten* Strukturen
und belegen somit, dass die nichtkovalente Assoziierung der
schweren Ketten wéhrend der Orbitrap-Analyse erhalten
bleibt.

Antikorper-Antigen-Studien sind zweifellos von grund-
legender Bedeutung fiir die Entwicklung therapeutischer
Antikorper. Bei der Analyse von Proteinen mit nativer MS
werden deren dreidimensionale Struktur und folglich auch
die Bindungseigenschaften zumindest teilweise aufrechter-
halten.!"" Nach der Inkubation von monoklonalen IL6-1gG1-
Antikorpern mit dem entsprechenden Antigen wurde ein
natives Massenspektrum dieser Mischung aufgenommen. Die
Analyse ergibt drei Ladungszustandscluster, die dem Anti-
korper mit keinem, einem und zwei gebundenen IL6-Mole-
kiilen entsprechen (Abbildung 4). Dies beweist, dass die
Wechselwirkung zwischen diesen Proteinen wihrend der
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5950 6000_M/2,  viduellen Bindungszustand.

Von einem experimentellen
Standpunkt aus gesehen ist die
Analyse monoklonaler Anti-
korper mit nativer MS schnell
und empfindlich. Ausgehend
von einer aufgereinigten Pro-
teinlosung beschriankt sich die
weitere Probenvorbereitung
ausschlieBlich auf den Entsal-
zungs- oder Pufferaustausch-
schritt und die eigentliche Mes-
sung kann innerhalb einer Minute durchgefiihrt werden. Die
erfolgreiche Analyse eines monoklonalen IgG-Antikérpers
bis hinunter zu einer Konzentration von nur 1 nm verdeutlicht
die Empfindlichkeit unserer Methode. Abbildung S3 zeigt als
Beispiel ein unbearbeitetes Spektrum einer 15-sekiindigen
Aufnahme von einer 5nm Losung. Ein Ladungszustands-
cluster mit einem Signal-Rausch-Verhiltnis > 10 ist eindeutig
erkennbar. Bei einer geschitzten Flussrate der hier einge-
setzten Nano-ESI-Kapillaren von 1 puLh™" entspricht dies
ungefdhr 20 Attomol.
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Abbildung 4. Untersuchung der Antikérper-Antigen-Bindung mit nati-
ver Orbitrap-MS. Natives Massenspektrum eines anti-IL5-Antikérpers,
der mit dem IL6-Antigen inkubiert wurde. Es ergeben sich drei gut auf-
getrennte Ladungszustandscluster welche dem ungebundenen mAb
(rote Kreise, 147.639.2 Da), mAb-IL6 (blaue Kreise, 168.547.5 Da) und
mAb-(116), (griine Kreise, 189.452.8 Da) entsprechen (siehe auch die
schematischen Strukturen). Die Vergréflerung des m/z-Bereichs 5890—
5950 zeigt die Auftrennung der Glykoformen der verschiedenen Spezi-
es mit dhnlichen m/z-Werten. Die hier angegebenen Massen entspre-
chen den hiufigsten Glykoformen.
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Diese hoch empfindlichen und experimentell einfachen
Analysen stellen eine sehr leistungsstarke Methode zur Pro-
teincharakterisierung dar. Das verbesserte Auflosungsver-
mogen des Orbitrap-Analysators im hohen m/z-Bereich ist
sehr vorteilhaft zur Untersuchung naturgemif3 heterogener
Proteine wie Antikorper. Die Grundlinientrennung ver-
schiedener Ionen mit geringen Massenunterschieden ermog-
licht die verladssliche qualitative und potenziell auch quanti-
tative Charakterisierung von Antikorpermischungen, ver-
schiedener Glykosylierungszustinde einzelner Antikorper,
nichtkovalenter Wechselwirkungen und Antikorper-Antigen-
Bindung. Die hier vorgestellte Technik erméglicht die Ana-
lyse sehr komplexer Mischungen unterschiedlicher Verbin-
dungen und konnte z.B. auch genutzt werden, um Verunrei-
nigungen oder Abbauprodukte von mAbs, diverse post-
translationale Modifizierungen an mAbs oder mAb-Wirk-
stoffkonjugate zu untersuchen. Native MS auf einer Orbitrap
stellt daher eine extrem leistungsstarke Moglichkeit zur
Charakterisierung von Antikorpern dar, und wir sind insbe-
sondere davon tiberzeugt, dass diese Technik die Analytik
therapeutischer Antikorper innerhalb der pharmazeutischen
Industrie signifikant verbessern kann.

Experimentelles

Antikorperproben, produziert in HEK293T-Zellen, wurden von
Merus und Genmab freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Alle
aufgereinigten Proteine wurden in Ammoniumacetat (100 mm oder
150 mM, pH 7 oder 7.5) mit 10- oder 5-kDa-MWCO-Zentrifugati-
onsfiltersdulen (Vivaspin 500; Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Gottingen, Deutschland) ausgetauscht. Die Proteinkonzentration
wurde durch Messung der UV-Absorption bei 280 nm bestimmt, und
die Proben wurden auf 2 um verdiinnt. Falls erforderlich wurde die
enzymatische Deglykosylierung der Antikorper durch Inkubation
von 25 pg Protein mit einer Einheit N-Glycosidase F (PNGaseF;
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) bei 37°C iiber Nacht
durchgefiihrt. Fiir die Antikoérper-Antigen-Bindungsstudien wurden
die Proteine im Antikorper/Antigen-Verhéltnis 1:4 gemischt. Zur
Untersuchung der Empfindlichkeit wurde eine Verdiinnungsreihe
eines deglykosylierten IgG1 bis hinunter zu einer Konzentration von
1 nm angesetzt.

Ungefédhr 1-2 pL jeder Probe wurden in goldbeschichteten Glas-
Nano-ESI-Kapillaren (hausintern hergestellt) appliziert. Eine Span-
nung von 1.2 bis 1.6 kV wurde zwischen Kapillare und Massenspek-
trometer angelegt. Die Daten wurden auf einem modifizierten
Exactive-Plus-Gerédt im Massenbereich von 400-30000 Th aufge-
nommen. Die Ionen wurden fiir verbesserte Empfindlichkeit und
Desolvatisierung in die HCD-Zelle transportiert, bevor sie iiber C-
Trap zur Orbitrap transferiert wurden. Der Stickstoff-Druck in der
HCD-Zelle wurde mithilfe eines manuellen Ventils dem jeweiligen
Experiment angepasst. Die Spannungs-,,Offsets“ an den Flatapol-
und Transportmultipolen wurden manuell eingestellt, um die Trans-
mission grofer Proteinmolekiile zu erhohen. Das Auflosungsvermo-
gen wurde der jeweiligen Messung entsprechend zwischen 9000 und
70000 bei 200 m/z angepasst. ,,In-source“-Dissoziation wurde akti-
viert (100-200 V), um die Desolvatisierung zu unterstiitzen. Die
Massenkalibrierung wurde unter Verwendung von Ammoniumhe-
xafluorophosphat-Clustern oder Caesiumiodid durchgefiihrt.
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