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개요
이 응용 자료에서는 Agilent InfinityLab Pro iQ Plus SQ 질량 분석기(MS)를 사용하여 
트라스투주맙의 원형 수준과 서브유닛 수준에서 항체 당화의 상대적 존재비를 
모니터링하는 방법을 설명합니다. 원형 수준에서는, MS spectral deconvolution 
소프트웨어를 통해 5개의 당화된 성분이 식별되었으며, 상대적 존재비는 이전에 애질런트 
고분해능 accurate mass 시스템에서 측정된 것과 일치했습니다. 서브유닛 수준에서는, 
트라스투 주맙의 경쇄는 아미노산 서열을 기반하여 예상되는 단일 성분을 보인 반면, 
트라스투주맙 중쇄에서는 G0, G0F, G1F 및 G2F 글리칸과 일치하는 4개의 피크를 
확인했습니다. 당화 모니터링을 위한 신뢰할 수 있는 상대적 존재비와 탁월한 MS 스펙트럼 
피크 모양의 결합은 Agilent Pro iQ Plus 질량 분석기의 우수한 성능을 잘 보여줍니다. 

SQ LC/MS를 사용하여 원형(Intact) 및 
서브유닛 수준에서 항체 당화 모니터링
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소개
당화는 치료제의 구조적 안정성, 안전성 및 
효능에 중요한 역할을 하기 때문에 바이오 
의약품 산업에서 모니터링해야 할 중요한 
파라미터입니다.1 일반적으로 반복적으로 
모니터링되는 품질 측정 기준은 단백질 
당화의 상대적 존재비가 허용 오차 내에 
있는지 확인하는 것입니다. 상대적 존재비가 
품질 관리(QC) 팀에서 정한 사전 정의된 
기준을 통과하지 못할 경우 치료제 제조 
공정에 대한 추가적인 조사가 필요합니다. 
질량 분석법은 단일클론 항체(mAb)의 특성 
규명을 위한 민감하고 견고한 방법으로,  
당 특성 규명에 질량 분석법을 사용하는  
것이 이상적입니다. 

본 연구에서는 향상된 질량 범위와 
탁월한 질량 스펙트럼 피크 모양을 갖춘 
Agilent InfinityLab Pro iQ Plus 액체 
크로마토그래피/질량 분석기(LC/MS)를  
사용하여 원형 수준과 서브유닛 수준
(HC, LC)에서 당화를 검출했습니다. 
Deconvolution 후 당화의 상대적 존재비는 
이 장비 플랫폼에서 단백질 당화2에 대한 
주요 정보를 측정할 수 있음을 보여줍니다.

실험
화학물질 및 용액 제조
환원 반응에는 Sigma-Aldrich(St. Louis, 
Mo)의 다음 용액이 사용되었습니다.

A. 8 M guanidine hydrochloride, pH 8.5 
(part number G7294, 100 mL)

B. 0.2 M DTT (DL-Dithiothreitol, 
part number D9779, 1 g)

C. 1 M Tris buffer, pH 8.0 
(part number 648314, 100 mL)

변성: 6.4 M guanidine-HCl, 200 mM  
tris-HCl buffer, pH 8.1

100mL 용적 플라스크에 8.0M guanidine 
HCl 용액 80mL를 1M Tris-HCl buffer 
20mL에 첨가합니다. 뒤집어서 완전히 섞은  
후 피펫과 pH 지시약을 사용하여 pH를 
측정하고 기록합니다. pH가 7.2와 8.5 
사이에 들어오면 환원 단계를 진행하기에 
충분합니다.

환원: 200 mM DTT in 50 mM Tris-HCl 
solution

분석용 저울을 사용하여 DTT 31mg을 
칭량하고 50mM Tris-HCl 용액 1mL을 
첨가하여 용해합니다. 환원 단계 전에 용액을 
볼텍싱합니다.

표준물질 및 시료 전처리
단일클론 항체(mAb) 트라스투주맙은 
22mg/mL 농도로 Genentech(South San 
Francisco, CA)에서 구입했습니다.  
0.1% 포름산 수용액 210µL에 원액 10µL를  
첨가하여 이 용액을 농도 1µg/µL로 
희석했습니다. LC/MS 분석에 사용된 최종 
용액은 1µg/µL 용액 55µL를 취해 0.1% 
포름산 수용액 165µL에 첨가하여, 농도 
250ng/µL로 희석했습니다. 

트라스투주맙 환원에 사용된 시료 전처리 
절차는 다음과 같습니다.

1. 트라스투주맙 원액(22mg/mL) 2.3µL를  
취하여 6.4M guanidine chloride, 
200mM Tris-HCl 27.4µL에 첨가합니다.

2. 6.3µL의200mM DTT in 50mM  
Tris-HCl를 트라스투주맙 용액에 
첨가합니다. 부드럽게 혼합하고 
스핀다운시킨 후 37°C에서 30분(또는 
60°C에서 30분) 동안 인큐베이션합니다.

3. 환원 반응을 중단하려면 용액을 최종 
v/v% 을1%의 포름산으로 산성화해야 
합니다. 2단계에서 환원된 용액에 
10% FA 4µL를 첨가합니다. 부드럽게 
볼텍싱하고 스핀다운시킵니다.

4. 0.1% 포름산 160µL를 첨가하여 
최종 부피를 200µL로 만듭니다. 
환원된 트라스투주맙 용액의 농도는 
250ng/µL이며 LC/MS 분석에 사용할 
수 있습니다. 

LC/MS 분석
LC/MS 분석은 Agilent InfinityLab Pro iQ 
Plus SQ LC/MS 시스템과 Agilent 1290 
Infinity II Bio LC 시스템에서 수행했습니다
(그림 1). 크로마토그래피 분리에는 Agilent 
PLRP-S 컬럼(2.1 × 50mm, 5µm)이 
사용되었습니다. LC 및 MS 파라미터는  
표 1과 표 2에 나타내었습니다. 

그림 1. Agilent 1290 Infinity II Bio LC 시스템과 
Agilent Pro iQ Plus SQ 질량 분석기.

https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/single-quadrupole-lc-ms/pro-iq-series
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/single-quadrupole-lc-ms/pro-iq-series
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography/hplc-systems/bio-lc-solutions/1290-bio-lc-system
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography/hplc-systems/bio-lc-solutions/1290-bio-lc-system
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표 1. Agilent 1290 Infinity II LC 분석법.

Agilent 1290 Infinity II Bio LC 시스템 

컬럼 Agilent PLRP-S, 2.1 × 50mm, 5µm(제품 번호 PL1912-1502)

샘플러 온도 5°C 

이동상 A Water with 0.1% formic acid

이동상 B Acetonitrile with 0.1% formic acid

유량 0.5mL/분

주입량 2µL

컬럼 온도 80°C

그레디언트 프로그램(원형)

시간(분) %B 
0 10 
5 60 
6 10 
8 10

그레디언트 프로그램(환원)

0 5 
0.1 20 
8 40 
8.1 70 
9.1 70 
9.2 5 
11 5

액체 크로마토그래피

표 2. MS 파라미터. 

Agilent Pro iQ Plus SQ 질량 분석기

이온화원 Agilent Jet Stream ESI 소스

극성 Positive

Time Filter Window 0.1분

Stop Time As pump/No limit

MS1 스캔 범위 m/z 1,000-3,000(원형) 
m/z 600-2,400(환원)

스캔 시간 1,500ms

Detector Gain Factor 1

Fragmentor 275V(원형) 
175V(환원)

Fragmentor Ramp? 선택 안 됨

데이터 저장 Profile

가스 유량 12L/분

네뷸라이져 50psi

Sheath 가스 유량 11L/분

캐필러리 전압 4,500V

노즐 전압 2,000V

가스 온도 350°C

Sheath 가스 온도 360°C

전환 밸브 Enabled; LC flow to waste from 0 to 1 min, LC flow to MS from 
1 to 8 min (intact) or 1 to 11 min for reduced

Postrun Diverter Position To waste

질량 분석기
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데이터 처리
LC/MS 데이터는 Agilent OpenLab 
CDS 소프트웨어 버전 2.8을 사용하여 
처리했습니다. 원형 deconvolution 
파라미터는 그림 2에 나와 있습니다. 환원된 
mAb deconvolution의 경우, external 
background time range는 3.0-4.3분으로, 
automatic deconvolution RT window는  
4.3-5.6분으로, deconvoluted mass 
range는 10,000-60,000Da로, Absolute 
noise threshold는 2,000으로, relative 
abundance threshold은 25%로, MW 
algorithm은 centroid로 설정했습니다.

결과 및 토의
원형 트라스투주맙에 대한 총 이온 
크로마토그램
500ng의 원형 트라스투주맙에 대한 총 
이온 크로마토그램(TIC)을 그림 3A에 
나타내었습니다. 예상대로 TIC는 약 2.6분에  
용출되는 단일 피크를 보여줍니다. 고수분 
및 염분이 질량 분석기로 유입되는 것을 
방지하기 위해 LC/MS 분석법의 첫 1분 동안  
LC 흐름은 waste로 전환됩니다. 1분에서  
8분 사이에 전환 밸브를 Pro iQ Plus로  
직접 흐르도록 전환하여 mAb 신호를 
측정했습니다. 

원형 트라스투주맙에 대한 raw MS 및 
deconvoluted 스펙트럼
원형 트라스투주맙의 raw MS 및 
deconvoluted 스펙트럼을 각각 그림 3B와 
3C에 나타내었습니다. Agilent Pro iQ Plus 
SQ 질량 분석기는 m/z 3,000의 스캔 범위를 
가지고 있어 원형 트라스투주맙의 여러 전하 
상태를 감지하고 뛰어난 deconvoluted 
스펙트럼을 제공합니다. 실제로, 그림 3B의 
삽입 그림은 트라스투주맙의 전하 상태 중 
하나에 대한 raw 피크 모양을 보여줍니다. 
여기에 표시된 상대적 존재비는 그림 3C의  
deconvoluted 스펙트럼에서 관찰된 
것과 일치하며, 사용자는 deconvoluted 
스펙트럼과 식별된 5개의 주요 당화 피크에 
대한 추가적인 신뢰를 제공합니다.  

그림 2. 원형 mAb deconvolution에 사용된 Agilent OpenLab CDS 소프트웨어 버전 2.8의 
프로세싱 파라미터.
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Deconvoluted 스펙트럼에서 고스트 피크를  
줄이는 데 중요한 프로세싱 파라미터는  
OpenLab CDS MS Spectral Deconvolution  
탭의 Basic Settings에 있는 Minimum 
Peaks in Set 파라미터입니다(그림 2).  

원형 및 환원된 mAb deconvolution의  
경우, 이 설정은 15로 설정되었으며,  
이에 따라 소프트웨어는 최소 15개의 전하 
상태를 갖는 피크를 deconvolution합니다. 
이는 deconvoluted 스펙트럼에서 감지된 

피크의 품질을 향상시키기 때문에 중요한 
파라미터입니다. 이 파라미터는 관심 분자의 
raw 질량 스펙트럼에서 관찰된 전하 상태의 
수에 따라 조정할 수 있습니다. 

그림 3. (A) Agilent Pro iQ Plus SQ 질량 분석기로 측정한 원형 트라스투주맙의 TIC. (B) 트라스투주맙의 raw MS. 삽입 그림은 전하 상태 중 하나에 대한 확대 영역을 보여줍니다. 
(C) 측정된 질량과 제안된 당형태를 포함한 트라스투주맙의 deconvoluted 질량 스펙트럼. LC/MS 설정은 표 1과 2에 나와 있고, 프로세싱 파라미터는 그림 2에 나와 있으며, 
계산된 질량 오차는 표 3에 나와 있습니다.
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환원된 mAb 크로마토그램, raw MS 및 
deconvoluted 스펙트럼
당화 프로파일링에 추가적인 차원을 더하기  
위해, 원형 mAb를 서브유닛으로 환원하여 
복잡성을 줄일 수 있습니다. 그림 4A에  
나타낸 환원된 트라스투주맙의 TIC 

크로마토그램을 보면 경쇄와 중쇄에 대한 두 
개의 피크가 관찰됩니다. 경쇄에 대해 측정된 
MS 스펙트럼 강도는 중쇄보다 4배  
더 높았습니다. 그러나 Agilent Pro iQ  
Plus에서는 중쇄에 대한 상당한 당화 정보와 
뛰어난 MS 스펙트럼 품질을 얻었습니다. 

그림 4B와 4D의 삽입 그림은 각각 
트라스투주맙 경쇄(LC)와 중쇄(HC)의  
확대된 영역을 보여줍니다. 당화 부위가 
트라스투주맙의 합의된 서열을 따르기 
때문에(즉, 당화는 NXS/T 모티프 다음의 
아스파라긴 잔기에서 일어남), 아미노산 

그림 4. (A) Agilent Pro iQ Plus SQ 질량 분석기로 측정한 환원된 트라스투주맙의 TIC. 트라스투주맙 경쇄와 중쇄에 대한 raw MS(B+D). 삽입 그림에는 기기의 raw 스펙트럼 
품질을 보여줍니다. 트라스투주맙 경쇄와 중쇄에 대한 각 deconvoluted 질량 스펙트럼(C+E). 계산된 질량 오차는 표 3에 나와 있습니다.

×108
A

×104

B

D

Retention time (min)

Re
sp

on
se

 (c
ou

nt
s)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

×106

E

0

1

2

3

4

5

Ab
un

da
nc

e

Ab
un

da
nc

e

Mass-to-charge (m/z)
600 800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800 2,000 2,200 2,400

×105

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

Ab
un

da
nc

e

50,000 50,500 51,000 51,500
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

×106

C

Ab
un

da
nc

e

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

Mass (Daltons)

22,600 23,000 23,400 23,800 24,200
Mass (Daltons)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

LC

Wash step

HC



7

표 3. Agilent OpenLab CDS 소프트웨어에서 deconvolution 후 이론적 평균 분자량과 실험적으로 관찰된 분자량을 
비교한 내용입니다.

Agilent Pro iQ Plus 질량 분석기에서 측정된 실험 오차

분자 변형 이론적 질량(Da) 측정된 질량(Da) ∆ Mass (Da) 질량 오차(ppm)

원형 트라스투주맙

G0+G0F 147,912.7 147,916.7 4.0 27

G0F+G0F 148,058.8 148,055.1 -3.7 -25

G0F+G1F 148,221.0 148,217.7 -3.3 -22

G1F+G1F 148,383.1 148,374.7 -8.4 -57

G1F+G2F 148,545.3 148,542.0 -3.3 -22

트라스투주맙 HC

G0 50456.1 50,447.3 -8.8 -174

G0F 50602.2 50,597.9 -4.3 -85

G1F 50764.4 50,759.9 -4.5 -89

G2F 50926.5 50,915.4 -11.1 -218

트라스투주맙 LC 없음 23,443.3 23,440.5 -2.8 -119

서열이 글리칸 변형을 허용하지 않으므로 
경쇄는 단일 피크를 보일 것으로 예상됩니다. 
반면, 트라스투주맙 중쇄는 NXS/T 모티프를 
가지고 있어 Fc 영역의 아스파라긴 잔기에서 
당화가 가능합니다. 그림 4D의 삽입 그림은 
raw MS 스펙트럼에서 G0, G0F, G1F 및  
G2F 글리칸과 일치하는 4개의 피크를 
보여줍니다. 경쇄(LC)와 중쇄(HC)의 
deconvoluted 스펙트럼을 각각 그림 
4C와 4E에 나타내었습니다. 환원된 
트라스투주맙에 사용된 프로세싱 
파라미터는 그림 2에 나타난 원형 mAb에  
대한 파라미터와 유사했습니다. 유일한 
차이점은 deconvoluted mass range가  
10,000-60,000Da로 변경되었고  
relative abundance threshold가 25%로  
설정되었다는 것입니다. 트라스투주맙 
중쇄의 deconvoluted 스펙트럼에서 주목할 
점은 당화된 피크의 상대적 강도가 raw 
MS 스펙트럼 삽입 그림에서 관찰된 것과 
유사하다는 것입니다. 중쇄의 각 전하 상태는 
당화된 피크에 대해 서로 다른 상대적 
강도를 보이지만, raw MS 스펙트럼의 
상대적 존재비를 deconvoluted 스펙트럼과 
연관시킬 수 있으면 deconvoluted 
스펙트럼에 대한 신뢰를 얻을 수 있습니다. 
환원 및 원형 수준에서 당화의 상대적 
존재비를 보고할 수 있는 능력은 중요한  
측정 기준입니다. 이런 존재비가 확립된  
허용 오차를 벗어나면 바이오 의약품 
실험실의 QA/QC 팀이 추가적인 조사를 
수행해야 합니다. 

원형/서브유닛 수준의 상대적 존재비 및 
MS spectral deconvolution 보고서
표 4는 각각 원형 수준과 서브유닛 수준에서 
트라스투주맙의 측정된 상대 존재비를 
보여줍니다. 상대적 존재비(%)는 강도가 
가장 높은 성분을 기준으로 존재비를 

정규화하여 계산하며, 상대적 정량화(%)는 
모든 성분의 총 존재비에 대한 성분의 절대적 
존재비를 측정합니다. 상대적 존재비(%)와  
상대적 정량화(%)는 모두 제품 재현성과 
품질을 모니터링하는 데 사용할 수 있습니다.

표 4. (A) 원형 수준과 (B) 환원 수준에서 deconvolution 후의 상대적 존재비.

트라스투주맙 원형의 상대적 존재비

성분 측정된 질량 제안된 ID 상대적 존재비(%) 상대적 정량화(%)

A 148,218Da G0F+G1F 100 33.77

B 148,375Da G1F+G1F 76.63 25.88

C 148,055Da G0F+G0F 67.72 22.87

D 148,542Da G1F+G2F 38.00 12.83

E 147,917Da G0+G0F 13.79 4.66

트라스투주맙 중쇄의 상대적 존재비

성분 측정된 질량 제안된 ID 상대적 존재비(%) 상대적 정량화(%)

A 50,598Da G0F 100 41.22

B 50,760Da G1F 94.13 38.80

C 50,915Da G2F 33.71 13.90

D 50,447Da G0 14.73 6.07

A

B
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그림 5는 원형 트라스투주맙에 대한  
MS spectral deconvolution 소프트웨어 
보고서의 예를 보여줍니다. 이 보고서는 
OpenLab CDS 소프트웨어의 보고서 편집기 
탭에서 쉽게 사용자 정의할 수 있습니다. 
여기 보고서에는 추적을 위해 데이터 수집 
및 프로세싱 방법, 주입량, 바이알 위치 및 
주입 날짜에 대한 세부 정보가 표시됩니다. 
또한, 검출된 성분이 포함된 raw MS와 
deconvoluted 스펙트럼도 표시됩니다. 
보고서에는 또한 deconvoluted 스펙트럼 
성분의 상대적 존재비(%)와 상대적 정량화
(%)도 나열됩니다. 

결론
LC/MS를 이용한 원형 질량 분석은 바이오 
의약품 실험실에서 당화의 상대적 존재비를 
모니터링하기 위해 일반적으로 사용하는 
기술입니다. 이러한 분석은 제품의 효능과 
안전성에 중요합니다. Agilent 1290 Infinity 
II Bio LC 시스템은 Agilent InfinityLab Pro 
iQ Plus와 결합되어, 정기적인 분석에서 
요구되는 견고한 시스템이 필요한 실험실에 
작은 크기와 비용 효율적인 LC/MS 기기를 
제공합니다. 본 연구에서는 Pro iQ Plus 
LC/MS 시스템을 사용하여 치료제의 원형 
수준과 환원된 수준에서 당화된 피크의 
상대적 존재비를 보고했습니다. 5개의 
당화된 피크가 원형 수준에서 확인되었으며, 
상대적 존재비는 애질런트 고분해능 
accurate mass 분석 시스템에서 측정한 
결과와 일치했습니다. 트라스투주맙 중쇄의 
상대적 존재비도 모니터링했는데, G0, G0F, 
G1F 및 G2F 글리칸과 일치하는 4개의 
피크가 확인되었습니다. 당화 모니터링을 
위한 신뢰할 수 있는 상대적 존재비와 탁월한 
MS 스펙트럼 피크 모양의 결합은 Agilent 
Pro iQ Plus SQ 질량 분석기의 우수한 
성능을 잘 보여줍니다.

그림 5. 원형 트라스투주맙에 대한 MS spectral deconvolution 보고서.
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