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摘要

本应⽤简报通过联合⽣物化学和⽣物物理实验结果，展⽰了多学科⽅法分析抗体偶联药物(ADC)的附加价值。

优势

抗体偶联药物(ADC)理化分析的重点是药物偶联⽐(DAR)。

简介

抗体偶联药物

抗体偶联药物(ADC)是⽣物制药的⼀个亚类，由单克隆抗体(mAb)、连接⼦和有效载荷（通常为⼩分⼦药物或毒素

）组成。这三种成分的成功结合产⽣了⼀种药物，可以出⾊的药代动⼒学⽅式将细胞毒素的有效载荷释放到特定

的靶细胞中¹。⽣物治疗效果与药物偶联⽐(DAR)和测定直接相关，监测这两项属性⾮常重要。
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液相⾊谱(LC)、质谱(MS)和差⽰扫描量热法分析ADC

⽣物化学(LC-MS)和⽣物物理(DSC)⼯具均可⽤于ADC表征和DAR监测。

与MS配套的分离技术可以研究⼤⼩异构体（聚集体和碎⽚）、药物分布、DAR以及溶液中游离mAb的数量。⽣物

治疗药的成分和结构决定了哪些分析技术是ADC的理想选择²。

当连接⼦与药物结合时，mAb的结构扰动可通过DSC扫描的解析功能评估；其中，蛋⽩质的稳定性由焓(ΔH)和Tm

（ΔG关系）说明。典型的mAb DSC温度谱图将有2~3个功能区展开事件；CH2或CH3与Fab功能区重叠时为2个

，各功能区单独展开时为3个³（图1）。如果观察到3个以上事件，则假定Fab区展开不再重叠，或者存在显著的结

构异质性3,4。

图1.DSC分析的模拟（绿⾊、蓝⾊和红⾊）和真实（⿊⾊）IgG数据。蓝⾊模拟数据有两个峰，表⽰

CH2与Fab展开重叠；红⾊模拟数据表⽰CH3与Fab功能区重叠。绿⾊数据表⽰CH3功能区在Fab功能

区之前展开。
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结果与讨论

在⾼度疏⽔性药物与赖氨酸或半胱氨酸的结合位点结合时，⾮变性分离（如疏⽔作⽤⾊谱(HIC)和体积排阻⾊谱(

SEC)）⾮常适合于DAR定量5-8。 Waters BioAccord系统搭载了ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统（光学检测器

与ACQUITY RDa检测器串联使⽤），可为赖氨酸和半胱氨酸偶联ADC⽣成DAR和药物分布数据⁸。在对相同ADC样

品的分离研究中，利⽤TA仪器（沃特世公司）的Nano DSC评估ADC和表征DAR⁹。在确定共同点和协同点的情况

下，重新检查了在BioAccord系统和Nano DSC上收集的半胱氨酸偶联数据。

BioAccord系统收集的数据揭⽰了位置异构体的频率和幅度，其中药物连接⼦最有可能位于CH2功能区中的半胱氨

酸残基上（图2）。这⼀观察结果与DSC温度谱图中天然CH2功能区下⽅额外出现的峰⼀致（图3）。

图2.多电荷峰簇的组合原始谱图和具有低、中、⾼DAR的半胱氨酸偶联ADC的mAb的组合原始谱图8
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图3.天然（上）和⾼DAR mAb（下）的⾼斯拟合DSC ADC结果9
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根据BioAccord系统数据，该低Tm DSC峰可分配为连接⼦药物修饰的CH2功能区。这种分配与Tm的下降相符，因

为共轭周围的局部区域疏⽔性更强，区域稳定性降低。此外，随着DAR从低⽔平向⾼⽔平进展，新峰的焓量级增

加，表明不稳定区域不断增加。

总焓降低也反映了类似情况，在低DAR时损失20%，随着平均DAR增加，增量⼩幅损耗10%。疏⽔分⼦的加⼊仍

然会在⾼DAR时扰乱系统，但由于只是局部添加，扰乱幅度较⼩。这⼀论点可以通过BioAccord系统中位置异构体

的排布来合理论证。Fab展开峰基于其对称性保留其协同性，与MS数据中位置异构体的占位对称性⼀致。最后，

CH3功能区的稳定性没有变化，该论点也受到MS数据的⽀持。

结论

物理化学表征是⼀种确保加强理解⽬标⽣物系统的策略。它需要通过⽣物化学表征分析来确认分⼦的关键质量属

性，并转化为⽣物物理表征，其可信度来⾃于受正交平台⽀持的发现，这些发现证实了独⽴做出的结论。从沃特

世/TA仪器组合（BioAccord系统和Nano-DSC）的元件中获得的协同作⽤使得此物理化学策略有助于严格和互补

地评估分⼦的化学和物理性质。
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