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摘要

本应⽤简报介绍了使⽤ACQUITY Premier UPLC与Xevo G3 QTof质谱仪的联⽤系统分析完整赖氨酸偶联的抗体偶

联药物(ADC)的情况。使⽤MaxEnt1去卷积数据计算药物抗体⽐(DAR)，这是⼀项衡量ADC治疗药物安全性和有效

性的关键指标。在合规的waters_connect信息学平台上运⾏waters_connect™ UNIFI™应⽤程序的完整质量数⼯

作流程，进⾏数据采集和处理。

优势

ADC⼯作流程采⽤UNIFI应⽤程序中的⾃定义计算功能⾃动计算DAR，⼯作流程化繁为简，并降低了⼿动处理

或报告错误的⻛险

■

ACQUITY Premier UPLC系统采⽤⾼性能表⾯(HPS)，可延⻓系统正常运⾏时间，并提供⼀致的分析物回收率■

⾼分辨率台式Xevo G3 QTof质谱仪，灵敏度⾼、稳定性好，能够检测⽣物分⼦■

简介
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近年来，抗体偶联药物(ADC)在改善癌症治疗⽅⾯的发展势头⼗分强劲。截⾄2023年

，FDA已经批准了11种ADC治疗药物，可⽤于多种癌症类型1-2。 ADC是⼀种单克隆

抗体(mAb)，通过连接⼦与药物毒素偶联，从⽽靶向递送⾄癌细胞。连接⼦-药物通

常通过化学反应与mAb蛋⽩质序列中的赖氨酸或半胱氨酸偶联，或通过靶向位点蛋

⽩质⼯程偶联。本应⽤简报的案例研究使⽤Kadcyla™（曲妥珠单抗-美坦新偶联物

）作为模型分⼦，重点关注赖氨酸偶联类别的ADC。赖氨酸偶联的ADC往往表现出明

显的异质性，这是因为序列中存在⼤量表⾯可及的赖氨酸残基，且该反应对任何给定

位点均⽆特异性。这种偶联⽅式会得到⼀种连接⼦-药物基团以不同偶联⽔平连接到

mAb的分布情况。

为评估整体药物分布和DAR，研究⼈员通常会对这些异质性ADC进⾏完整mAb LCMS

分析。本应⽤简报展⽰了使⽤ACQUITY Premier UPLC与Xevo G3 QTof质谱仪的联

⽤系统进⾏⾼质量、⾼灵敏度ADC分析的能⼒。使⽤合规的waters_connect信息学

平台内的UNIFI应⽤程序⾃动采集和分析数据（图1）。 

图1.使⽤ACQUITY Premier UPLC（BSM、

FTN、TUV）与Xevo G3 QTof质谱仪的联⽤系

统进⾏采集。使⽤waters_connect信息学平台

内的UNIFI应⽤程序采集、处理和报告数据。
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结果与讨论

在本应⽤简报中，我们使⽤PNGaseF酶处理曲妥珠单抗和Kadcyla（曲妥珠单抗-美坦新偶联物）ADC样品（去除

N-糖基化修饰），以简化完整mAb和偶联mAb结构的反相LCMS分析。有关完整mAb RP-LCMS的⽅法详细信息

，请参阅应⽤纪要720007635ZH3。 本分析启⽤了智能数据捕获(IDC)功能，以实时降低背景噪⾳。

得到的合并原始谱图镜像图（图2）表明，糖基释放后的ADC（红⾊）与糖基释放后的未偶联曲妥珠单抗（蓝⾊

）相⽐，复杂性明显更⾼。Xevo G3 QTof质谱仪只需500 ng柱上进样量即可检出这些复杂物质。利⽤UNIFI应⽤

程序的完整蛋⽩质⼯作流程采集并分析数据。使⽤MaxEnt1去卷积和⼿动峰宽模型执⾏⾃动化数据处理，该模型

使⽤⼿动测量的电荷态包络⾼端和低端峰的半峰全宽(FWHM)值。本例中测得的值均为0.8 m/z。输⼊m/z范围为

2200‒3400，输出质量范围为140‒155 kDa，输出分辨率为1.0 Da。最多执⾏25次MaxEnt1处理循环迭代以进⾏

谱图去卷积。将得到的去卷积质量数（图3）与偶联0-10个连接⼦-药物的可变修饰进⾏质量⽐对，由于输出质谱

的复杂性，50 ppm质量误差容差设置为平均预期质量精度的3倍。在去卷积谱图中检出了预期的DAR物质，以及

额外的仅含连接⼦的系列。这些仅含连接⼦的物质为杂质，可通过本⽅法监测，但不计⼊DAR计算。如图4所⽰

，观察到药物分布范围为0‒9个偶联物质。
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图2.糖基释放后的Kadcyla ADC（红⾊）和未偶联曲妥珠单抗（蓝⾊）的组合原始m/z谱图镜像图

，各⾃的右侧插图为部分放⼤图，以突出显⽰偶联样品的复杂性。
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图3.糖基释放后的Kadcyla ADC的MaxEnt1去卷积谱图，插图为部分放⼤图，以突出显⽰微量物质的

分辨率。

图4.Kadcyla ADC样品的去卷积质谱图（按峰⾯积确定质⼼），显⽰药物分布范围为0-9个药物，可⽤

于DAR（药物抗体⽐）计算。图中显⽰了每种物质的质量精度值，该值远低于50 ppm的质量⽐对容

差阈值。
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DAR值是样品中未偶联和偶联物质响应的加权平均值，通常⽤作判断偶联过程⼀致性

和ADC潜在效⼒的指标。通过使⽤⾃定义计算，可以在⼯作流程中实现DAR值的⾃动

计算。UNIFI使⽤载药量和MS响应⾃动计算每种物质的加权平均值。该Kadcyla（曲

妥珠单抗-美坦新偶联物）样品的DAR计算值为3.53，与之前发表的表征研究结果相

当2。 waters_connect部署的默认⽅法中包含⼀个⾃动执⾏DAR计算的模板，研究

⼈员可利⽤该模板快速优化ADC DAR计算⽅法。 

结论

ACQUITY Premier UPLC与Xevo G3 QTof质谱仪的联⽤系统为糖基释放后的Kadcyla（曲妥珠单抗-美坦新偶联物

）ADC提供了⾼质量的完整mAb数据。UNIFI完整蛋⽩分析⼯作流程⽀持数据采集、⾃动化MaxEnt1去卷积、质量

⽐对、DAR计算和报告，所有功能都在waters_connect信息学平台的合规架构内。Kadcyla是Genentech的商标

。Xevo、waters_connect、UNIFI和ACQUITY是沃特世科技公司的商标。
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特⾊产品

ACQUITY Premier系统 <https://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=135077739>

Xevo G3 QTof <https://www.waters.com/nextgen/global/products/mass-spectrometry-systems/xevo-g3-
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