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개요
글루카곤 유사 펩타이드-1(GLP-1) 작용제에 대한 수요와 사용이 증가함에 따라, 안전성과 
효능에 영향을 줄 수 있는 불순물을 선별하기 위한 견고한 분석법에 대한 필요성이 
커지고 있습니다. 합성 GLP-1 펩타이드는 스트레스 조건 하에서 산화와 같은 경로를 
통해 분해되기 쉽습니다.1 본 연구에서는 고성능 액체 크로마토그래피(HPLC) 시스템과 
Agilent InfinityLab Pro iQ Plus 질량 검출기를 결합하여 다양한 pH 및 보관 조건에서 
티르제파타이드 불순물을 모니터링했습니다. 이 연구는 고감도 SQ LC/MS 시스템이 
저농도 펩타이드 불순물의 검출과 모니터링을 간소화할 수 있어 일상적인 품질 관리(QC)  
및 품질 보증(QA) 환경에서 구현하기에 적합함을 보여줍니다.

스트레스 조건에서 티르제파타이드의 
불순물 프로파일링 

Agilent Pro iQ Plus 사용
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실험
화학물질 및 표준물질

 – 포름산, 98%(LC-MS grade LiChropur), Millipore Sigma(제품 
번호 5.33002)

 – InfinityLab 아세토니트릴(LC/MS 등급), 1 × 1L, Agilent (제품 
번호 5191-5101-001)

 – 티르제파타이드, AstaTech(제품 번호 AT40456)

 – 포름산 암모늄(LC-MS grade LiChropur), Millipore Sigma 
(제품 번호 70221)

 – 수산화암모늄, HPLC용, 35% 수용액, Thermo Fisher 
Scientific(카탈로그 번호 460801000) 

시료 전처리
티르제파타이드 원액은 15% 아세토니트릴/탈이온수에 2mg/mL 
농도로 제조했습니다. 분석용 용액은 pH 5, 7, 9로 조절된 완충 
용액에서 50ng/μL로 희석되었습니다. 추가적인 정제 없이 시료를 
직접 주입했습니다. 분주된 시료는 자동 시료 주입기에 넣어 
5°C에서 보관하고, 최대 7일 동안 보관하면서 여러 날에 걸쳐 
분석했습니다.

소개
글루카곤 유사 펩타이드-1(GLP-1) 작용제는 2형 당뇨병(T2DM)과  
비만을 치료하는 데 사용되는 화합물 계열입니다. GLP-1 
작용제의 기능은 혈청 내 포도당 수치를 낮추어, 대사 조절에 
도움을 주는 역할을 합니다. GLP-1과 포도당 의존성 인슐린 분비 
촉진 폴리펩타이드(GIP)는 모두 디펩티딜펩티다제-4에 의해 
불활성화되는 인크레틴 호르몬입니다. 이러한 호르몬은 경구 
포도당 섭취 후 인크레틴 효과를 통해 인슐린 분비를 자극합니다.2,3 
제 2형 당뇨병 환자의 경우, 이 작용이 둔화되거나 사라질 수 
있으나 약리학적 수준의 GLP-1은 인슐린 분비를 회복시킬 수 
있습니다. 

미국 식품의약국(FDA)은 제안된 제네릭 의약품에 존재하는 
불순물의 유형과 양을 대조약(RLD)과 비교하여 고려합니다.  
FDA에 따르면, 제안된 제네릭 합성 펩타이드는 (i) RLD에서 
발견되는 것보다 높은 수준의 불순물을 포함해서는 안 되며 (ii) 
약물 물질의 0.5%를 초과하는 새로운 펩타이드 관련 지정 불순물을 
포함해서는 안 됩니다.4

이중 GIP 및 GLP-1 수용체 작용제인 티르제파타이드는 유망한 
치료적 잠재력을 제공하지만 탈아미드화, 산화, 펩타이드 백본 
절단을 포함한 화학적 분해에 취약하기 때문에 분석에 어려움이 
있습니다. 제품의 무결성, 안전성, 효능을 보장하기 위해서는 
이러한 분해 경로를 반드시 모니터링해야 합니다.

Agilent InfinityLab Pro iQ Plus SQ 질량 분석기(MS)는 낮은 농도
(sub-ppm )의 불순물 검출을 위해 향상된 감도와 동적 범위를 
제공합니다. Agilent 1290 Infinity II LC 시스템과 Pro iQ Plus 
LC/MS 기기를 결합하면, QC 실험실에서 일상적 분석을 수행하기 
위한 비용 효율적인 질량 검출 워크플로를 구현할 수 있습니다.  
이 응용 자료에서는 다양한 pH와 보관 조건에서 티르제파타이드 
및 관련 불순물을 분석한 결과를 자세히 설명합니다. 

그림 1. 티르제파타이드 아미노산 조성.5

https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/single-quadrupole-lc-ms/pro-iq-series
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기기
LC/MS 분석은 Pro iQ Plus 질량 검출기와 Agilent 1290 Infinity II 
Bio LC 시스템을 사용하여 수행했습니다. 크로마토그래피 분리는 
Agilent ZORBAX RRHD 300Å StableBond C18 컬럼을 사용하여 
수행했습니다. 자세한 LC 및 MS 작동 파라미터를 표 1과 표 2에 
요약했습니다.

1290 Infinity II Bio LC 시스템

컬럼 ZORBAX RRHD 300 Å StableBond C18, 2.1 × 150mm, 
1.8µm(제품 번호 863750-902)

이동상 A LC/MS-grade water + 0.1% formic acid

이동상 B Acetonitrile + 0.1% formic acid

유량 0.400mL/분

Injection Standard

주입량 1µL

컬럼 온도 60°C

그레디언트 프로그램

시간(분) %B 
0 20 
5 48 
10 58 
11 60 
12 80 
14 80 
14.1 20 
15 20

표 1. LC 분석법 파라미터.

Pro iQ Plus SQ LC/MS

소스

이온화원 Agilent Jet Stream ESI 소스

극성 Positive

가스 온도 300°C

건조 가스 유량 11L/분

네뷸라이져 30psi

Sheath 가스 온도 250°C

Sheath 가스 유량 12L/분

캐필러리 전압 3,500V

노즐 전압 0V

Pro iQ Plus

Fragmentor 95V

스캔 유형 스캔

스캔 시간 500ms

데이터 저장 Profile

MS 스펙트럼 범위 m/z 500–2,500

표 2. MS 파라미터.

소프트웨어 및 데이터 분석
Pro iQ Plus LC/MS 시스템은 Agilent OpenLab CDS 2.8 
소프트웨어를 사용하여 운영되었으며, 이 소프트웨어에는 GLP-1 
펩타이드 데이터를 처리하기 위한 내장형 spectral deconvolution 
기능이 포함되어 있습니다. OpenLab CDS의 deconvolution 
알고리즘은 다중 하전 이온, 특히 단위 질량 분해능 기기를 
사용하여 얻은 이온에서 생성된 복잡한 스펙트럼을 단순화하기 
위해 특별히 최적화되었습니다. 이 연구에 사용된 구체적인 데이터 
프로세싱 파라미터를 표 3에 요약했습니다.

파라미터 값

Spectrum Extraction Type Peak apex spectrum

Background Mode Spectrum at peak start and end

Use m/z Range Disabled

Run Automatic Deconvolution Enabled

Low Molecular Weight 500

High Molecular Weight 10,000

Maximum Charge 6

Minimum Peaks in Set 3

MW Agreement (0.01%) 5

Absolute Noise Threshold 1,000

Relative Abundance Threshold (%) 10

MW Algorithm Curve Fit

MW Algorithm Threshold 40

Envelope Threshold 50

표 3. GLP-1 펩타이드 분석을 위해 OpenLab CDS 2.8에서 사용된 데이터 
프로세싱 파라미터.
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결과 및 토의
티르제파타이드 분해산물은 pH와 보관 기간의 영향을 크게 
받았습니다. Pro iQ Plus SQ LC/MS 시스템은 미량 수준의 불순물 
관련 생성물을 성공적으로 검출했습니다. 

OpenLab CDS를 이용한 펩타이드 분석
OpenLab CDS 소프트웨어는 펩타이드 특성화 및 불순물 평가를 
위한 통합 플랫폼을 제공합니다. 그림 2는 5°C, pH 7의 환경에서 
7일간 보관한 후의 티르제파타이드에 대한 데이터 검토 결과를 
보여줍니다. 그림 2에서 볼 수 있듯이 불순물 피크가 미량 
수준으로 검출되었으며, 티르제파타이드 주요 피크에 가깝게 
용출되었습니다. 정확한 deconvolution을 위해서는 고품질 질량 
스펙트럼을 얻는 것이 중요하다는 점에 주목해야 합니다. Pro iQ 
Plus 질량 검출기는 미량 불순물에 대해서도 매우 고품질의 질량 
스펙트럼을 제공합니다. 

소프트웨어 레이아웃에는 크로마토그램 보기, MS 스펙트럼 창, 
spectral deconvolution results와 같은 유용한 도구가 포함되어 
있어 주요 펩타이드와 저농도 불순물을 모두 효율적으로 검토할  
수 있습니다.

총 이온 크로마토그램(TIC)은 티르제파타이드와 관련 불순물 
생성물에 해당하는 피크를 보여줍니다. 7.89분의 질량 스펙트럼은 
+3, +4 및 +5 전하 상태가 존재하는 티르제파타이드의 용출을 
확인시켜줍니다(그림 2). deconvoluted 질량 스펙트럼은 
4,813.1Da의 분자량을 보여주는데, 이는 티르제파타이드의  
이론적 평균 질량(4,813.5Da)과 일치하며 기기의 예상 질량  
정확도(±0.3Da) 내에 있습니다.

그림 2. 5°C, pH 7에서 7일간 보관한 후의 티르제파타이드에 대한 데이터 검토 결과.

MS spectrum Deconvoluted ion sets

Spectral deconvolution results
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Pro iQ Plus LC/MS 시스템은 티르제파타이드 시료에서 낮은 
수준의 불순물을 고감도로 검출하고 특성 규명할 수 있습니다. 그림 
3은 7.57분과 7.71분에 용출된 두 가지 불순물의 질량 스펙트럼을 
보여주며(그림 2 참조), deconvoluted 질량은 각각 4,845.2와 
4,817.9Da입니다. 이러한 화학종은 기본 티르제파타이드의 이론적 
평균 질량(4,813.5Da)에 비해 질량이 +32 및 +4.4Da 이동한 것에 
해당합니다. 질량 이동은 스트레스 조건에서 펩타이드의 일반적인 
분해 경로인 산화적 변형과 일치합니다. 메티오닌, 트립토판 
및 히스티딘과 같은 아미노산은 특히 산화되기 쉽습니다. 특히 
트립토판 산화는 특정 구조적 변형(+O2–CO)으로 인해 +4Da 
이동이 발생할 수 있습니다.6

표 4에 티르제파타이드와 관련 불순물(산화된 형태와 알려지지 
않은 불순물 포함)의 deconvoluted 분자량을 요약했습니다.

GLP-1 Peptide 
Native Peptide Molecular Weight 

(Da)

불순물 생성물

산화 
(+O2)

산화 
(O2–CO)

알려지지 않은 
불순물

티르제파타이드 4,813.1 4,845.2 4,817.9 4,689.6

표 4. 티르제파타이드와 관련 불순물의 deconvoluted 분자량. 

산화 관련 불순물 외에도 8.15분의 머무름 시간에 알려지지 않은 
화학종이 검출되었습니다. 이 종의 deconvoluted 질량 스펙트럼은 
-4,689.6Da의 분자량을 나타내는데, 이는 기본 티르제파타이드와 
비교하여 +124Da의 질량 차이에 해당합니다. 이 불순물을 
식별하려면 추가적인 MS 특성 규명(즉, MS/MS)이 필요합니다.

Pro iQ Plus LC/MS 기기는 감도가 높고 동적 범위가 넓어 한 번의 
실험으로 주요 화학종과 미량 수준의 화학종을 모두 확실하게 
검출할 수 있습니다. 중요한 점은 이 질량분석기가 상대적 피크 
면적이 2% 미만인 불순물도 성공적으로 검출한다는 것인데, 이는 
펩타이드 시료에서 미량 분해물을 모니터링하기에 Pro iQ Plus 
LC/MS가 적합함을 보여줍니다. 그뿐 아니라, OpenLab CDS에 
내장된 spectral deconvolution 기능은 다중 전하 스펙트럼의 
해석을 단순화하여 데이터 분석을 간소화하고 외부 소프트웨어의 
필요성을 없애줍니다.
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그림 3. 머무름 시간 7.57분(패널 A) 및 7.71분(패널 B)에서 용출된 티르제파타이드 불순물의 질량 스펙트럼. 질량 spectral deconvolution 결과, 패널 A에서는 불순물의 
분자량이 4,845.2Da이고, 패널 B에서는 불순물의 분자량이 4,817.9Da인 것으로 나타났습니다.
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불순물 생성의 시간 경과 모니터링 
GLP-1 약물의 안정성, 효능 및 전반적인 효과를 유지하려면 적절한 
보관과 취급이 필수적입니다. 부적절한 보관 조건은 분해, 치료 
효능 감소, 잠재적 안전 위험으로 이어질 수 있습니다. 따라서 
다양한 보관 기간과 조건이 분해산물 형성에 어떤 영향을 미치는지 
평가하는 것은 제품 품질과 환자 안전을 보장하는 데 매우 
중요합니다.

그림 4는 다양한 용액 pH 값에서 티르제파타이드의 산화 
생성물 생성을 보여주는 시간 도표입니다. 그림 4의 데이터는 
티르제파타이드가 pH 5에서 가장 불안정하며 5°C에서도 상당한 
산화가 일어날 수 있음을 보여줍니다. 
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그림 4. 다양한 pH 조건에서 시간에 따른 티르제파타이드 관련 불순물의 산화 비율.

결론
결론적으로, Agilent Pro iQ Plus 질량 검출기를 사용하여 스트레스 
조건에서 티르제파타이드의 불순물 프로파일링을 실시한 결과, 
이 분석법이 저농도 펩타이드 불순물을 검출하고 모니터링하는 
데 효과적임을 알 수 있었습니다. 특히, 이 분석법은 상대적 피크 
면적이 2% 미만인 불순물도 검출할 수 있었으며, 이는 저농도 
불순물 식별에 대한 높은 감도를 보여주는 결과입니다. 본 연구는 
특히 다양한 pH와 보관 조건에서 티르제파타이드가 산화로 인해 
분해되기 쉽다는 점을 강조합니다. 이러한 연구 결과는 GLP-1 
약물의 안정성과 효능을 유지하기 위해서는 적절한 보관과 취급이 
중요하다는 것을 명확하게 보여줍니다. Pro iQ Plus 질량 검출기는 
높은 감도, 비용 효율성 및 간단한 운용의 장점을 가지고 있어 
일상적인 제약 QC 및 QA 워크플로에 실용적이고 접근하기 쉬운 
도구로 적합합니다. 
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