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这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

本应⽤简报将展⽰BioAccord系统在⾮变性条件下分析抗体偶联药物(ADC)的性能。

优势

利⽤分析型体积排阻⾊谱(SEC)和基于⾮变性LC-MS分析的BioAccord系统测定Lys和Cys偶联ADC的药物偶联⽐(

DAR)。

简介

药物偶联⽐(DAR)是ADC的⼀种关键质量属性(CQA)，因为它直接影响ADC的治疗效果和药代动⼒学。在ADC开发

过程和商业化⽣产运营中，DAR的测定（和监测）⾄关重要。⾮变性电喷雾质谱（⾮变性质谱）已成为分析共价

复合蛋⽩质治疗药物和⾮共价蛋⽩质复合体的有⼒⼯具。在⾮变性质谱条件下，使⽤兼容MS的⾮变性缓冲液体系
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对蛋⽩质进⾏电喷雾电离。 

这些LC-MS分析条件使许多蛋⽩质能够保持折叠状态，这些状态表现出特征性低电荷态，与分析变性蛋⽩相⽐

，需要在更宽和更⾼的质荷⽐(m/z)范围内具有出⾊的灵敏度。⾮变性质谱⾯临多种独有的难题，包括在尝试使⽤

注⼊式MS时，需要在分析前进⾏⼤量样品净化，并要求操作⼈员拥有更⾼的技术⽔平以获得并解析实验结果。之

前，我们致⼒于通过将在线SEC与现有MS技术联⽤来简化⾮变性质谱数据的采集1,2，促进样品脱盐和缓冲液交换

，以研究半胱氨酸偶联ADC药物。本研究采⽤BioAccord系统来改善⾮变性质谱法分析半胱氨酸偶联ADC和赖氨酸

偶联ADC的易⽤性。 

BioAccord系统是⼀种⼩体积、⾼性能的台式系统，其经过精⼼地开发和设计，具有简单的⽤⼾界⾯，还配备⾃动

系统设置和⾃检功能。

结果与讨论

BioAccord系统由ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统组成，该系统配备与ACQUITY RDa检测器（紧凑型oa-TOF 

MS）串联的光学检测器（TUV或FLR）。该系统在UNIFI科学信息系统下运⾏，通过组合⾃动化数据采集、处理和

报告功能，为法规依从性和⾮法规依从性实验室提供精简的流程式解决⽅案，包括⾃动化实现对ADC表征进⾏

DAR计算。 

半胱氨酸偶联ADC分析

半胱氨酸偶联ADC分析采⽤⾮变性质谱分析法，需要在⾮变性条件下保持⾮共价连接的ADC分⼦完整，从⽽确定

ADC样品的DAR值和载药量分布。本研究将BioAccord系统直接与分析型SEC⾊谱柱（ACQUITY UPLC BEH SEC

蛋⽩分析专⽤柱, 200Å, 1.7 µm, 2.1 mm × 150 mm，部件号186008471）联⽤进⾏等度洗脱（50 mM醋酸铵(

NH4OAc)，运⾏时间10分钟）。

在这些SEC条件下，ADC亚基保持在近天然状态，保持四级结构相互作⽤，产⽣的表⾯积远⼩于利⽤酸性-有机流

动相进⾏典型的反相分离时所发现的变性、未折叠形式。在⾮变性电喷雾质谱条件下，蛋⽩质带电量⽐反相条件

下少，并且在所得质谱图中，较⼩的电荷峰簇出现在较⾼的m/z范围内。如图1所⽰，BioAccord系统的扩展质量

范围（⾼达m/z 7000）满⾜⾼m/z测量的需要，并展⽰了复杂的⾮糖基释放半胱氨酸偶联ADC的检测结果。这些结

果与之前在其他⾼分辨率质谱系统上分析得到的ADC样品谱图⼀致1,²，在BioAccord和之前的QTof MS系统之间获

得了相当的DAR值（图1和表1）。
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组合原始谱图电荷峰簇（图1，左图）、放⼤单电荷态（中图）和去卷积谱图（右图）显⽰了在BioAccord系统上

获得的裸抗体mAb和三个⽔平（低、中、⾼）偶联ADC的结果。裸mAb谱图中显⽰了所有三个浓度⽔平的偶联样

品中针对各种偶联形式（0、2、4、6和8）重复的糖基化模式。在UNIFI数据处理⼯作流程内，利⽤去卷积谱图中

各糖型的加合积分峰⾯积⾃动计算总平均DAR和载药量分布，如之前的⽂献所详述¹。

图1.利⽤BioAccord系统进⾏⾮变性LC(SEC)-MS分析，在不经糖基释放处理的情况下得到标准品(mAb)以及低、中

和⾼偶联⽔平半胱氨酸偶联ADC样品的多电荷峰簇的组合原始谱图（左图）、组合原始谱图的放⼤区域（单电荷

态）（中图）和去卷积谱图（右图）。⽐较三种不同半胱氨酸偶联ADC样品随载药量增加的药物分布。
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表1.HIC (UV)和三个⾮变性SEC-MS实验中的总平均DAR和药物分布⽐较，所有三种载药量下的结果⼀致。结果表

明，使⽤正交⽅法（HIC与MS）或者不同QTof或Tof MS系统（Xevo G2-S、Vion IMS QTof MS和BioAccord系统

）能够实现⼀致的DAR测量。BioAccord系统具备⾃动化数据采集、处理和报告DAR计算结果的精简⼯作流程，能

够有效进⾏ADC的⾮变性LC(SEC)-MS分析，以确定批号间、批次间可⽐性。

赖氨酸偶联ADC数据

在⽆需进⾏样品糖基释放的情况下，对赖氨酸偶联ADC Kadcyla（曲妥珠单抗-美坦新偶联物(T-DM1)）进⾏

LC(SEC)-MS分析获得原始谱图和去卷积谱图（图2）。已有⽂献详细介绍过使⽤⾮变性质谱⽅法分析共价赖氨酸

偶联ADC的优势²。在去卷积谱图的峰上标记出检测到的偶联药物数量。利⽤UNIFI计算得出的DAR值为3.46，与

药品⽣产商报告的DAR (3.50)较为⼀致³。同样，结果与之前使⽤Vion IMS QTof系统得到的研究结果相当²。
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图2.利⽤BioAccord系统对赖氨酸偶联ADC Kadcyla（曲妥珠单抗-美坦新偶联物(T-DM1)）进⾏LC(SEC)-MS分析得

到的原始谱图和去卷积谱图。去卷积谱图上标记的数字代表检测到的药物数量（偶联⾄完整蛋⽩⽔平的曲妥珠单

抗上）。计算出的平均DAR为3.46，公布的DAR为3.50³。实验在ADC药物不经糖基释放处理的情况下进⾏。

结论

在本应⽤简报中，我们证明BioAccord系统⾮常适⽤于对半胱氨酸偶联ADC和赖氨酸偶联ADC进⾏LC(SEC)-⾮变

性质谱分析。平均DAR和载药量分布结果与疏⽔作⽤⾊谱(HIC)分离（配备TUV检测）产⽣的结果以及利⽤前⼏代

QTof MS系统所得到的结果相当。BioAccord系统简化了操作并具备可配置的合规功能，即使是MS经验不⾜的科

学家也能轻松应⽤，有助于组织更容易地部署质谱仪，以⽀持ADC的开发和⽣产过程。本技术简报及其他介绍

BioAccord系统的已出版应⽤⽂献4-8表明，BioAccord系统功能⼴泛，适⽤于⽀持⽣物治疗药产品质量属性的常规

分析。
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