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摘要

waters_connect平台中的INTACT Mass应⽤程序集数据采集、处理、审查和报告功能于⼀体，可⾃动完成⽣物治

疗药物LC-MS数据的质量数去卷积。在本应⽤简报中，我们使⽤INTACT Mass应⽤程序1.9版分析了抗体偶联药物(

ADC)的药物/抗体⽐率(DAR)。本应⽤简报使⽤经FDA批准的赖氨酸偶联和半胱氨酸偶联ADC样品演⽰这些DAR分

析⼯具。

优势

沃特世改进了INTACT Mass应⽤程序1.9版，新增DAR和药物分布⾃动计算功能，有助于简化单克隆抗体(mAb)

偶联物的分析

■

得益于符合法规要求的waters_connect信息学平台，此ADC分析⼯作流程可应⽤于产品表征到产品放⾏检测

的各个环节

■

1利⽤waters_connect TM平台中的INTACT Mass应⽤程序简化ADC DAR和药物分布分析

http://www.waters.com


简介

waters_connect平台是⼀款基于应⽤程序的合规软件，提供多种基于应⽤程序的⽣物制药分析⼯作流程。⽽

INTACT Mass应⽤程序是其中⼀款可以快速⾃动完成质量数去卷积、质量数确认及相关纯度评估的⼯具。它已经

在多个领域展⽰出应⽤潜⼒，包括但不限于完整蛋⽩质1、寡核苷酸2-3、和合成肽4。⾃推出该应⽤程序以来，沃

特世在这数年间不断增加新功能，包括⾃定义去卷积设置和峰积分事件等。INTACT Mass应⽤程序最新增加的功

能是ADC分析，随着这类药物作为癌症和⾎液疾病的治疗药物重新引起关注，业内对该功能的需求也不断增⻓。

过去，⽤⼾只能使⽤UNIFI™应⽤程序⼯作流程计算DAR和药物分布，⽽且必须使⽤⼀组⾃定义计算才能得出DAR

值。INTACT Mass应⽤程序在处理功能⽅⾯的改进显著简化了这些计算，使得计算出错的可能性更低，同时确保

这些分析仍然可以在合规平台上执⾏。

结果与讨论

评估成功偶联到蛋⽩质上的药物载荷分⼦的变异性，是ADC和其他蛋⽩质偶联物的关键质量属性之⼀。这种变异

性具体反映在药物分布（每种偶联物的相对百分⽐）和DAR值（根据每种偶联物的加权平均值得出的单个值）上

。新发布的INTACT Mass应⽤程序1.9版可以代替⽤⼾⾃动执⾏这些计算。创建处理⽅法时，软件会⽤名为“

Drug”（药物）的特殊标签来标⽰药物/载荷修饰。在处理质谱数据的过程中，软件会根据⽤⼾为⾮偶联蛋⽩质和

药物修饰设定的预期质量数，⾃动匹配观测质量数与偶联物质的理论质量数。然后，使⽤带“Drug”（药物）标

签的匹配组分（结合任何⾮偶联蛋⽩质）的相对MS响应，计算出DAR和药物分布。

分析ENHERTU™ (fam-trastuzumab-deruxtecan-nxki)（⼀种半胱氨酸偶联ADC）

ENHERTU (fam-trastuzumab-deruxtecan-nxki)是⼀种半胱氨酸偶联ADC，DAR为7-8，⽤于治疗多种乳腺癌、

胃癌和胃⻝管癌5。由于半胱氨酸偶联ADC可能缺少连接重链和轻链的链间⼆硫键，使⽤LC-MS分析半胱氨酸偶联

ADC时，为了保留ADC的完整结构，必须采⽤⾮变性分离条件和较为温和的离⼦源条件。因此，我们在

BioAccord™系统上采⽤⾮变性体积排阻⾊谱-质谱法(SEC-MS)（详细信息参⻅之前发布的应⽤纪要6）分析

ENHERTU (fam-trastuzumab-deruxtecan-nxki)。

⾮变性SEC-MS分析得到的去卷积质谱图（图1A）表明，⼤部分物质都可以匹配到偶联⼋个Deruxtecan药物载荷

分⼦（标记为“D8”）的曲妥珠单抗N-糖型。所有物质中，只有⼀⼩部分被归属为偶联六个药物载荷分⼦的曲妥

珠单抗（“D6”），如INTACT Mass应⽤程序的Results（结果）选项卡所⽰（图1B）。这张结果表列出了检测

到的所有物质，以及它们各⾃的预期质量数和实测质量数、质量误差(ppm)，还有根据MS响应计算出的相对百分
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⽐。新的INTACT Mass应⽤程序1.9版Calculation Results（计算结果）选项卡（图1C）显⽰了软件计算出的DAR

值和总体药物分布。与预期⼀致，ENHERTU (fam-trastuzumab-deruxtecan-nxki)的DAR值为7.97，与UNIFI应

⽤程序分析出的结果和过往⽂献报告的值相当5,7。根据相对MS响应可知，样品中98.7%都是偶联⼋个药物载荷分

⼦的抗体。

图1. INTACT Mass应⽤程序对ENHERTU (fam-trastuzumab-deruxtecan-nxki) ADC的LC-MS分析结果，图中：(A)

去卷积质谱图；(B)列出了全部检出物质的Results（结果）选项卡；(C)列出了药物分布和DAR计算值的Calculation 

Results（计算结果）选项卡。

分析KADCYLA™ (ado-trastuzumab-emtansine)（⼀种赖氨酸偶联ADC）

KADCYLA (ado-trastuzumab-emtansine)是⼀种经过充分研究的赖氨酸偶联ADC，预期DAR约为3.5，主要⽤于

治疗乳腺癌5-8。赖氨酸偶联ADC在偶联时利⽤的是溶剂暴露的赖氨酸残基，因此产⽣的偶联物混合物呈现出相当

⼤的异质性。过往的KADCYLA (ado-trastuzumab-emtansine)研究曾检测到偶联0到8个药物载荷分⼦的偶联物

，其中⼤部分偶联3或4个药物载荷分⼦。由于赖氨酸偶联过程不会破坏mAb的链间⼆硫键，因此分析KADCYLA 

(ado-trastuzumab-emtansine)时采⽤变性或⾮变性LC-MS条件均可。在变性反相液相⾊谱-质谱(RPLC-MS)条件

下进⾏分析时，由于样品电荷态更⾼、间隔更近，谨慎的做法是使⽤PNGase F酶对KADCYLA (ado-
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trastuzumab-emtansine)进⾏去糖基化处理，降低MS谱图的整体复杂程度8。

在BioAccord系统上采⽤RPLC-MS法分析去糖基化ADC样品，然后在INTACT Mass应⽤程序中处理数据后得到的

去卷积质谱图如图2A所⽰，图中的表格列出了偶联0到8个药物载荷分⼦的每种偶联物（D0-D8）的相对百分⽐。

INTACT Mass应⽤程序计算出的总体DAR值为3.56，与之前使⽤UNIFI应⽤程序执⾏分析时报告的DAR值3.5⼀致5-

8。

本研究还采⽤⾮变性SEC-MS条件成功分析了KADCYLA (ado-trastuzumab-emtansine)，⽆需进⾏糖基释放。为

便于⽐较，我们还在BioAccord系统上采⽤⾮变性SEC-MS条件（详细信息参⻅之前发布的应⽤纪要6）分析了相

同的样品，然后使⽤INTACT Mass应⽤程序处理数据。⾮变性分析得到的去卷积质谱图（图2B）更加复杂，包含

所有N-糖型。INTACT Mass应⽤程序对原始谱图数据进⾏去卷积处理、匹配糖基化物质和偶联物，并整理各DAR

值下不同的偶联物形式，从⽽计算出平均DAR值和药物分布。图2B中的表格列出了D0到D8每种物质的相对丰度百

分⽐计算值，以及平均DAR计算值(3.50)，这与公开⽂献5-8报告的值以及过往研究中UNIFI软件计算出的值⼀致。

因此，在ADC分析中，⽤⼾可以灵活选⽤符合实验⽬标的分离⽅法，并有望获得与其他⽅法相当的DAR和药物分

布结果。

图2.⽐较两种条件下KADCYLA (ado-trastuzumab-emtansine) DAR的分析结果：(A)去糖基化变性RPLC-MS ADC分

析；(B)不处理样品的⾮变性SEC-MS ADC分析。由图可⻅，两种分析条件下的药物分布和DAR计算值相当。
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结论

waters_connect平台中的INTACT Mass应⽤程序1.9版新增若⼲功能，提⾼了该⼯具⾃动分析偶联分⼦LC-MS数

据的能⼒，从早期表征研究到产品放⾏检测中的验证分析，多场景适⽤。该软件集成的DAR和药物分布⾃动计算

功能简化了ADC分析，为⽤⼾提供⾼效、⾃动化的⼯作流程，⽆论分析⼈员LC-MS经验深浅，皆可轻松上⼿。
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