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Abstract 
Cancer is one of the leading causes of mortality in the world's population, accounting for 

millions of deaths annually. Notwithstanding notable advancements in cancer treatment, over 

half of all patients still die from a metastatic disease that spreads, does not react to the first 

medication, or relapses after receiving treatment. Various techniques, either separately or in 

combination, such as chemotherapy, targeted therapy, radiotherapy, surgery, immunotherapy, 

hormone therapy, and gene therapy, can be used to treat cancer. Recently, demand for 

biotherapeutic, including monoclonal antibodies (mAbs) is increasing due to their high 

specificity and low toxicity. A considerable amount of time and resources are invested first in 

mAb product development and then in clinical examination of the product. However, the major 

challenge with the biotherapeutics is that they are prone to degradation under various 

environmental conditions, including pH, temperature, metal ions, humidity, and light. This 

degradation may lead to structural, conformational, and biochemical changes that impact the 

stability of the product, reduce activity, or induce immunogenic responses. 

Physical and chemical degradation are the two possible degradation mechanisms that could 

occur during manufacturing, processing, storage, handling, and administration of the mAbs. 

Physical degradation includes aggregation and denaturation, and aggregation is known to 

induce an immunogenic response in the patients. mAbs are susceptible to a myriad of chemical 

degradation pathways, including oxidation, deamidation, isomerization, hydrolysis, 

deglycosylation, racemization, disulfide bond breakage and formation, Maillard reaction, and 

β-elimination. Both physical and chemical instabilities lead to impacts on the safety and 

efficacy of the product. Physical instability may lead to chemical modifications or vice versa; 

hence, both physical and chemical instabilities are intertwined and interdependent. Oxidation 

and deamidation are the most common chemical degradation processes of mAbs, which may 

result in changes in physical properties, such as hydrophobicity, charge, secondary or/and 

tertiary structure, and may lower the thermodynamic or kinetic barrier to unfold. This may 

predispose the product to aggregation and other chemical modifications, which can alter the 

binding affinity, half-life, and efficacy of the product. Both degradation pathways are 

intertwined and interdependent. Chapter 2 summarizes major findings from the past decade on 

the impact of oxidation and deamidation on the stability, biological activity, and efficacy of 

mAb products. Mechanisms of action, influencing factors, characterization tools, clinical 

impact, and risk mitigation strategies have been addressed. 
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Oxidizing agents can be introduced unintentionally from various sources, such as H2O2, which 

is usually introduced during the surface sterilization of the bioreactor or is left in a trace amount 

or present in groundwater. Degradation of surfactants such as polysorbate (PS80, PS20) also 

produces peroxides. Metal ions are introduced unintentionally in the drug product as impurities 

from the formulation buffer components. The presence of these oxidizing agents induces 

oxidation of the mAb that could have an impact on stability, safety, and efficacy. Besides 

oxidation, the presence of these oxidizing agents also leads to the non-enzymatic fragmentation 

of the mAb. The first objective (Chapter 3) was to investigate the impact of the various factors 

on the kinetics of the non-enzymatic fragmentation. The effect of Cu2+ or hydrogen peroxide 

either singly or in combination was studied using size exclusion chromatography. A kinetic 

model is created using monomer degradation as a function of time. It was found that the 

fragmentation kinetics follow different orders with the change in the reaction conditions. It was 

hypothesized that this change in the order in various conditions is due to a change in the 

mechanism of hinge peptide bond cleavage. In the presence of Cu2+, fragmentation follows 

first-order kinetics and can occur by metal-catalyzed oxidative cleavage. On the other hand, in 

the presence of both Cu2+ and H2O2, reaction order changes to second-order kinetics and can 

occur by hydroxyl radical in the metal binding site of the hinge region. Also, in the presence of 

H2O2, hinge peptide bond cleavage follows zero-order reaction kinetics and can be a result of 

free-radical catalysis of peptide bonds. Also, the effect of temperature on the non-enzymatic 

fragmentation was studied. It was found that fragmentation kinetics shows temperature 

dependence and follows Arrhenius law. It was shown that trace amounts of these contaminants 

can have a major effect on a mAb's stability, hence it is advised to keep an eye on their level 

throughout the manufacturing process. 

mAbs can undergo chemical modifications that alter their hydrophobicity, charge 

heterogeneity, and conformation, ultimately affecting their physical stability. Charge-based 

heterogeneity can impact the structure, stability, and biological function of the product. 

Therefore, to better understand the impact of individual charge variants on the physical stability 

and aggregation propensity under two different buffer conditions employed during downstream 

purification, a study was conducted, which is detailed in Chapter 4. The charge variants were 

separated using semi-preparative cation exchange chromatography and buffer exchanged in the 

two buffers with pH 6.0 and 3.8. Subsequently, each variant was analyzed for size heterogeneity 

using size exclusion chromatography and dynamic light scattering, conformational stability, 

colloidal stability, and aggregation behavior under accelerated stability conditions. Size 
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variants in each charge variant were similar in both pH conditions when analyzed without 

extended storage. However, conformational stability was lower at pH 3.8 than pH 6.0. All 

charge variants showed similar apparent melting temperatures at pH 6.0. In contrast, at pH 3.8, 

variants A3, A5, B2, B3, and B4 display lower Tm, suggesting reduced conformational 

stability. Further, A2, A3, and A5 exhibit reduced colloidal stability at pH 3.8. In general, acidic 

variants are more prone to aggregation than basic variants. Typical industry practice today is 

to examine in-process intermediate stability with acidic species and basic species taken as a 

single category each. As individual acidic or basic species exhibit varying levels of stability, 

we propose that stability evaluation be conducted at the species level. This knowledge may 

then be utilized to cleverly design the downstream process to produce a stable product.  

In addition to altering the mAb's physical stability, chemical modifications may alter its 

biological activity and induce an immunogenic reaction. Both physical and chemical 

instabilities could occur during postproduction handling of the drugs and perhaps remain 

unnoticed. Since according to the current guidelines, stability studies implemented by the 

pharmaceutical industry are proposed to fulfill the licensing requirements. Therefore, this study 

(Chapter 5) was done to investigate the impact of elevated temperature and subtle shift in pH 

on the drug product post-dilution in saline. The mAb sample diluted in saline for administration 

was stressed at elevated temperature and slightly acidic pH condition. Extended stability 

studies were performed and monitored for size and charge heterogeneity. Size heterogeneity 

shows no significant changes, whereas charge heterogeneity shows an increase in basic variants 

and a reduction in main species. Further, basic variants were isolated and characterized to 

identify the type and site of chemical modification. Intact mass analysis and peptide mapping 

identify that the basic variants were attributed mainly to the isomerization of HC Asp102 into 

iso-Asp or its succinimide intermediate. Four basic variants were found to exhibit similar 

structural properties as the main and control samples. However, basic variants showed reduced 

binding affinity to the HER2 receptor, while there was no significant difference in FcRn 

binding. The results indicate that modification in the HC Asp102, which is present in the CDR, 

affects antigen binding and thus can influence the potency of the drug product. Hence, with the 

conventional stability studies required to license the drug product, including in-use or extended 

stability studies to mimic the postproduction handling would be desirable. 

Insulin is another essential biotherapeutic drug used for the treatment of diabetes mellitus and 

is prone to aggregation under low pH and elevated temperature to form insoluble oligomers 

called amyloid fibrils. Insulin fibrillation also leads to the loss of active product and may induce 
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an immunogenic response. In this study (Chapter 6), we have investigated the effect of five 

FDA inactives obtained through virtual screening on the aggregation inhibition of insulin 

incubated under amyloidogenic conditions (high temperature, low pH). Aggregation kinetics 

for the formulations incubated under the aggregation-prone aqueous buffer condition were 

examined using size exclusion chromatography and the Thioflavin T fluorescence assay, and 

circular dichroism spectroscopy was used to determine the secondary structure. Under 

aggregation-prone conditions, riboflavin showed the best aggregation inhibition, with 85% 

native monomer retention after 48 h of incubation. In contrast, the no-ligand formulation 

showed complete monomer loss after 36 h. Benzoin, benzyl benzoate, and α-tocopherol acetate 

were found to be ineffective in inhibiting insulin aggregation. Furthermore, the CD spectra of 

insulin incubated with two of the screened inactives (riboflavin and aspartame) had the 

characteristic α-helical dip, whereas the no-ligand formulation changed to β-sheet-rich 

conformations. Riboflavin thus is a possible inhibitor that can be used in insulin formulation to 

prevent and reduce amyloid fibrils. 

Overall, the studies presented in the thesis focus on the deeper understanding of the stability of 

the biotherapeutics and will help in improving stability during the early phase of development. 
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सार	
कैं सर दुिनया की जनसंख्या में मृतु्य दर के प्रमुख कारणों में से एक ह,ै जो हर साल लाखों मौतों के िलए िजमे्मदार ह।ै कैं सर 
उपचार में उले्लखनीय प्रगित के बावजूद, आधे से अिधक रोगी अभी भी मेटासै्टिटक रोग के कारण मर जाते हैं, जो फैलता 
ह,ै पहली दवा का प्रितिक्रया नहीं देता, या उपचार प्राप्त करने के बाद पुनः प्रकट होता ह।ै कैं सर के उपचार के िलए िविभन्न 
तकनीकों का उपयोग िकया जा सकता ह,ै चाह ेअलग-अलग रूप में या संयोजन में, जैसे िक कीमोथेरपेी, लिक्षत िचिकत्सा, 
रिेडयोथेरपेी, सजर्री, इमू्यनोथेरपेी, हामोर्न िचिकत्सा, और जीन थेरपेी। हाल ही में, बायोथेरपूे्यिटक्स, िवशेष रूप से 
मोनोक्लोनल एंटीबॉडीज (mAbs) की मांग बढ़ रही ह,ै क्योंिक इनमें उच्च िविशष्टता और कम िवषाक्तता होती ह।ै mAbs 
उत्पाद िवकास और उत्पाद के नैदािनक परीक्षण में काफी समय और संसाधनों का िनवेश िकया जाता ह।ै हालांिक, 
बायोथेरपूे्यिटक्स के साथ सबसे बड़ी चुनौती यह ह ैिक वे िविभन्न पयार्वरणीय पिरिस्थितयों जैसे िक pH, तापमान, धातु 
आयन, नमी, और प्रकाश के तहत खराब हो जाते हैं। यह खराबी उत्पाद की संरचना, स्वरूप, और जैव रासायिनक गुणों में 
पिरवतर्न कर सकती ह,ै िजससे उत्पाद की िस्थरता पर प्रभाव पड़ता ह,ै इसकी गितिविध कम हो जाती ह,ै या प्रितरक्षा 
प्रितिक्रयाएं उत्पन्न हो सकती हैं।  

भौितक और रासायिनक अपघटन दो संभािवत अपघटन तंत्र हैं, जो mAbs के िनमार्ण, प्रसंस्करण, भंडारण, हैंडिलंग और 
प्रशासन के दौरान हो सकते हैं। भौितक अपघटन में एग्रीगेशन (संचयन) और डीनैचुरशेन (रचना पिरवतर्न) शािमल हैं, और 
एग्रीगेशन रोिगयों में इमू्यनोजेिनक प्रितिक्रया को पे्रिरत कर सकता ह।ै mAbs िविभन्न रासायिनक अपघटन मागोर्ं के प्रित 
संवेदनशील होते हैं, िजनमें ऑक्सीकरण, डीएिमडेशन, समावेशन, हाइड्रोिलिसस, डीग्लाइकोिसलेशन, रसेमाइजेशन, 
िडसल्फाइड बंध टूटना और बनना, मेलाडर् प्रितिक्रया, और β-उनू्मलन शािमल हैं। भौितक और रासायिनक अिस्थरताएं 
उत्पाद की सुरक्षा और प्रभावशीलता पर प्रभाव डालती हैं। भौितक अिस्थरता रासायिनक संशोधनों को जन्म दे सकती ह ै
या इसके िवपरीत; इसिलए, भौितक और रासायिनक अिस्थरताएं आपस में जुड़ी और परस्पर िनभर्र होती हैं। ऑक्सीकरण 
और डीएिमडेशन mAbs की सबसे सामान्य रासायिनक अपघटन प्रिक्रयाएं हैं, जो भौितक गुणों, जैसे िक हाइड्रोफोिबिसटी, 
चाजर्, माध्यिमक या/और तृतीयक संरचना में पिरवतर्न कर सकती हैं और उत्पाद को अनफोल्ड करने के िलए थमोर्डायनािमक 
या काइनेिटक बाधा को कम कर सकती हैं। यह उत्पाद को एग्रीगेशन और अन्य रासायिनक संशोधनों के प्रित प्रवृत्त बना 
सकता ह,ै िजससे बाइंिडंग एिफिनटी, आधा-जीवन, और उत्पाद की प्रभावशीलता बदल सकती ह।ै दोनों अपघटन मागर् 
आपस में जुड़े और परस्पर िनभर्र होते हैं। अध्याय 2 िपछले दशक में mAb उत्पादों की िस्थरता, जैिवक गितिविध, और 
प्रभावशीलता पर ऑक्सीकरण और डीएिमडेशन के प्रभावों पर मुख्य िनष्कषोर्ं को संके्षप में प्रसु्तत करता ह।ै इसमें 
िक्रयािविध, प्रभाव डालने वाले कारक, लक्षण वणर्न उपकरण, नैदािनक प्रभाव, और जोिखम नू्यनीकरण रणनीितयों पर 
चचार् की गई ह।ै 

ऑक्सीकरण एजेंट िविभन्न स्रोतों से अनजाने में प्रवेश कर सकते हैं, जैसे िक H₂O₂, जो आमतौर पर बायोिरएक्टर की 
सतह की स्टरलाइज़ेशन प्रिक्रया के दौरान उपयोग िकया जाता ह ैया टे्रस मात्रा में बचा रह सकता ह ैया भूजल में उपिस्थत 
हो सकता ह।ै पॉिलसोबेर्ट (PS80, PS20) जैसे सफैर् क्टेंट्स के अपघटन से भी पेरोक्साइड्स उत्पन्न होते हैं। धातु आयन 
ड्रग उत्पाद में फामूर्लेशन बफर घटकों से अशुिद्धयों के रूप में अनजाने में प्रवेश कर सकते हैं। इन ऑक्सीकरण एजेंटों की 
उपिस्थित mAb के ऑक्सीकरण को पे्रिरत करती ह,ै िजससे इसकी िस्थरता, सुरक्षा, और प्रभावशीलता पर प्रभाव पड़ 
सकता ह।ै ऑक्सीकरण के अलावा, इन ऑक्सीकरण एजेंटों की उपिस्थित mAb के गैर-एंजाइमेिटक िवखंडन 
(फै्रगमेंटेशन) का कारण भी बनती ह।ै पहला उदे्दश्य (अध्याय 3) िविभन्न कारकों के गैर-एंजाइमेिटक िवखंडन की गित पर 
प्रभाव का अध्ययन करना था। Cu²⁺ या हाइड्रोजन पेरोक्साइड के एकल या संयोजन में प्रभाव का अध्ययन साइज़ 
एक्सकू्लज़न क्रोमैटोग्राफी का उपयोग करके िकया गया। एक गितज मॉडल (काइनेिटक मॉडल) तैयार िकया गया िजसमें 
मोनोमर अपघटन को समय के साथ एक कायर् के रूप में दशार्या गया। पाया गया िक िवखंडन की गित िविभन्न अिभिक्रया 
पिरिस्थितयों के साथ अलग-अलग क्रम का पालन करती ह।ै यह अनुमान लगाया गया िक िविभन्न पिरिस्थितयों में क्रम का 
पिरवतर्न िहंग पेप्टाइड बॉन्ड के टूटने के तंत्र में बदलाव के कारण ह।ै Cu²⁺ की उपिस्थित में, िवखंडन प्रथम क्रम गितज 
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(फस्टर्-ऑडर्र काइनेिटक्स) का पालन करता ह ैऔर धातु-उते्तिजत ऑक्सीडेिटव टूटने (मेटल-कैटलाइज़्ड ऑक्सीडेिटव 
क्लीवेज) से हो सकता ह।ै दूसरी ओर, Cu²⁺ और H₂O₂ दोनों की उपिस्थित में, अिभिक्रया क्रम िद्वतीय क्रम गितज (सेकंड-
ऑडर्र काइनेिटक्स) में बदल जाता ह ैऔर िहंग के्षत्र के धातु बाइंिडंग साइट में हाइड्रॉिक्सल रिेडकल द्वारा हो सकता ह।ै 
H₂O₂ की उपिस्थित में, िहंग पेप्टाइड बॉन्ड का टूटना शून्य क्रम अिभिक्रया (ज़ीरो-ऑडर्र काइनेिटक्स) का पालन करता ह ै
और पेप्टाइड बॉन््डस के फ्री-रिैडकल उते्प्ररण (कैटिलिसस) का पिरणाम हो सकता ह।ै इसके अलावा, गैर-एंजाइमेिटक 
िवखंडन पर तापमान के प्रभाव का अध्ययन िकया गया। पाया गया िक िवखंडन की गित तापमान पर िनभर्र करती ह ैऔर 
यह Arrhenius िनयम का पालन करती ह।ै यह िदखाया गया िक इन संदूषकों की टे्रस मात्रा भी mAb की िस्थरता पर 
महत्वपूणर् प्रभाव डाल सकती ह;ै इसिलए, िनमार्ण प्रिक्रया के दौरान इनके स्तर पर ध्यान रखना आवश्यक ह।ै 

मोनोक्लोनल एंटीबॉडी (mAbs) रासायिनक संशोधनों से गुजर सकते हैं जो उनकी हाइड्रोफोिबिसटी, चाजर् िविवधता, और 
संरचना को बदल सकते हैं, जो अंततः उनकी भौितक िस्थरता को प्रभािवत करता ह।ै चाजर्-आधािरत िविवधता उत्पाद की 
संरचना, िस्थरता, और जैिवक कायर्प्रणाली पर प्रभाव डाल सकती ह।ै इसिलए, डाउनस्ट्रीम शुिद्धकरण के दौरान उपयोग 
िकए गए दो िविभन्न बफर िस्थितयों में व्यिक्तगत चाजर् वेिरएंट्स के भौितक िस्थरता और एग्रीगेशन प्रवृित्त पर उनके प्रभाव 
को बेहतर ढंग से समझने के िलए एक अध्ययन िकया गया, िजसका िववरण अध्याय 4 में िदया गया ह।ै चाजर् वेिरएंट्स को 
सेमी-िप्रपरिेटव कैशन एक्सचेंज क्रोमैटोग्राफी का उपयोग करके अलग िकया गया और इन्हें pH 6.0 और 3.8 वाले दो 
बफरों में बदला गया। इसके बाद, प्रते्यक वेिरएंट का साइज़ िविवधता (size heterogeneity) साइज़ एक्सकू्लज़न 
क्रोमैटोग्राफी और डायनािमक लाइट सै्कटिरंग के द्वारा िवशे्लषण िकया गया, साथ ही संरचनात्मक िस्थरता, कोलॉइडल 
िस्थरता, और तेज िस्थरता िस्थितयों (accelerated stability conditions) में एग्रीगेशन व्यवहार का अध्ययन िकया गया। 
प्रते्यक चाजर् वेिरएंट में आकार िविवधता दोनों pH िस्थितयों में िवस्तािरत भंडारण के िबना समान पाई गई। हालांिक, pH 
3.8 पर संरचनात्मक िस्थरता pH 6.0 की तुलना में कम पाई गई। सभी चाजर् वेिरएंट्स ने pH 6.0 पर समान स्पष्ट मेिलं्टग 
तापमान (Tm) िदखाए। इसके िवपरीत, pH 3.8 पर वेिरएंट्स A3, A5, B2, B3, और B4 ने कम Tm िदखाया, जो कम 
संरचनात्मक िस्थरता को संकेत करता ह।ै इसके अितिरक्त, A2, A3, और A5 ने pH 3.8 पर कम कोलॉइडल िस्थरता 
प्रदिशर् त की। सामान्यतः, अम्लीय वेिरएंट्स क्षारीय वेिरएंट्स की तुलना में अिधक एग्रीगेशन के प्रित संवेदनशील होते हैं। 
वतर्मान औद्योिगक प्रथा के अनुसार, इन-प्रोसेस इंटरमीिडएट िस्थरता का परीक्षण अम्लीय और क्षारीय प्रजाितयों को एक 
ही शे्रणी में िलया जाता ह।ै चंूिक व्यिक्तगत अम्लीय या क्षारीय प्रजाितयां िविभन्न स्तरों पर िस्थरता प्रदिशर् त करती हैं, हम 
प्रस्तािवत करते हैं िक िस्थरता का मूल्यांकन प्रजाित-स्तर (species level) पर िकया जाए। इस ज्ञान का उपयोग िफर 
डाउनस्ट्रीम प्रिक्रया को कुशलतापूवर्क िडजाइन करने में िकया जा सकता ह ैतािक िस्थर उत्पाद प्राप्त िकया जा सके। 

मोनोक्लोनल एंटीबॉडी (mAb) की भौितक िस्थरता को प्रभािवत करने के अलावा, रासायिनक संशोधन उसकी जैिवक 
िक्रयाशीलता को बदल सकते हैं और इमू्यनोजेिनक प्रितिक्रया को उत्पन्न कर सकते हैं। भौितक और रासायिनक अिस्थरताएँ 
उत्पादन के बाद दवाओ ंके हैंडिलंग के दौरान हो सकती हैं और शायद अनदेखी रह सकती हैं। चंूिक वतर्मान िदशा-िनदेर्शों 
के अनुसार, फामार्सू्यिटकल उद्योग द्वारा िकए गए िस्थरता अध्ययन लाइसेंिसंग आवश्यकताओ ंको पूरा करने के िलए 
प्रस्तािवत िकए जाते हैं, इस अध्ययन (अध्याय 5) का उदे्दश्य उच्च तापमान और pH में हले्क पिरवतर्न का दवाइयों के उत्पाद 
पर में प्रभाव का अध्ययन करना था। mAb के नमूने को प्रशासन के िलए सलाइन में पतला िकया गया था और उच्च 
तापमान और थोड़ा अम्लीय pH िस्थित में तनािवत िकया गया। िवस्तािरत िस्थरता अध्ययन िकए गए और आकार और 
चाजर् िविवधता की िनगरानी की गई। आकार िविवधता में कोई महत्वपूणर् पिरवतर्न नहीं देखा गया, जबिक चाजर् िविवधता 
में क्षारीय वेिरएंट्स में वृिद्ध और मुख्य प्रजाितयों में कमी पाई गई। इसके बाद, क्षारीय वेिरएंट्स को अलग िकया गया और 
रासायिनक संशोधन के प्रकार और स्थान की पहचान करने के िलए उनका लक्षण वणर्न िकया गया। इंटैक्ट मास 
िवशे्लषण और पेप्टाइड मैिपंग से यह पता चला िक क्षारीय वेिरएंट्स मुख्य रूप से HC Asp102 के आइसोमेिरज़ेशन से 
उत्पन्न होते हैं, जो iso-Asp या उसके succinimide इंटरमीिडएट में पिरवितर् त हो जाते हैं। चार क्षारीय वेिरएंट्स को पाया 
गया जो संरचनात्मक रूप से मुख्य और िनयंत्रण नमूनों के समान थे। हालांिक, क्षारीय वेिरएंट्स ने HER2 िरसेप्टर से 
बाइंिडंग एिफिनटी में कमी िदखाई, जबिक FcRn बाइंिडंग में कोई महत्वपूणर् अंतर नहीं पाया गया। इन पिरणामों से यह 
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संकेत िमलता ह ैिक HC Asp102 में संशोधन, जो CDR में िस्थत ह,ै एंटीजन बाइंिडंग को प्रभािवत करता ह ैऔर इस 
प्रकार दवाइयों के उत्पाद की प्रभावशीलता को प्रभािवत कर सकता ह।ै इसिलए, दवा उत्पाद को लाइसेंस देने के िलए 
आवश्यक पारपंिरक िस्थरता अध्ययन के अलावा, उपयोग के दौरान या िवस्तािरत िस्थरता अध्ययन भी करने की 
आवश्यकता हो सकती ह,ै जो उत्पादन के बाद की हैंडिलंग की नकल करें। 

इंसुिलन एक और महत्वपूणर् जैव िचिकत्सा दवा ह,ै जो मधुमेह मेिलटस के उपचार में उपयोग होती ह ैऔर यह कम pH और 
उच्च तापमान पर अिस्थर हो सकती ह,ै िजससे यह अपक्षारी ऑिलगोमसर्, िजन्हें एमीलॉयड फाइिब्रल्स कहा जाता ह,ै का 
िनमार्ण कर सकती ह।ै इंसुिलन का फाइिब्रलेशन सिक्रय उत्पाद की हािन का कारण बनता ह ैऔर इमू्यनोजेिनक प्रितिक्रया 
उत्पन्न कर सकता ह।ै इस अध्ययन (अध्याय 6) में, हमने पांच FDA इनएिक्टव्स का प्रभाव जांचा, िजन्हें वचुर्अल स्क्रीिनंग 
के माध्यम से प्राप्त िकया गया था, और यह अध्ययन िकया िक ये इंसुिलन के एमीलॉयडोजेिनक िस्थितयों (उच्च तापमान, 
कम pH) में संकलन को रोकने में िकतने प्रभावी हैं। संकलन की गितशीलता का अध्ययन िकए गए सूत्रों पर िकया गया, 
जो संकलन-प्रवृत्त जलयुक्त बफर िस्थितयों में इनकू्यबेट िकए गए थे। आकार बिहष्करण क्रोमैटोग्राफी और थायोफे्लिवन 
T फ्लोरसेेंस परीक्षण का उपयोग करके इनका परीक्षण िकया गया, और गोलाकार डाइक्रोइज़म से्पक्ट्रोस्कोपी का उपयोग 
करके िद्वतीयक संरचना का िनधार्रण िकया गया। संकलन-प्रवृत्त िस्थितयों में, िरबोफे्लिवन ने सबसे अच्छा संकलन रोधी 
प्रभाव िदखाया, िजसमें 48 घंटे की इनकू्यबेशन के बाद 85% मूल मोनॉमर संरिक्षत रहा। इसके िवपरीत, िबना िलगेंड वाले 
सूत्र में 36 घंटे के बाद पूणर् मोनॉमर हािन देखी गई। बेंजोइन, बेंजाइल बेंजोएट, और α-टोकोफेरोल एसीटेट इंसुिलन संकलन 
को रोकने में अप्रभावी पाए गए। इसके अितिरक्त, िरबोफे्लिवन और अस्पाटेर्म से इनकू्यबेट िकए गए इंसुिलन के CD 
से्पक्ट्रा में िविशष्ट α-हिेलकल िडप देखा गया, जबिक िबना िलगेंड वाले सूत्र ने β-शीट-समृद्ध संरचनाओ ंमें पिरवतर्न िकया। 
इस प्रकार, िरबोफे्लिवन एक संभािवत रोधी ह ैिजसे इंसुिलन सूत्र में उपयोग िकया जा सकता ह ैतािक एमीलॉयड फाइिब्रल्स 
को रोका जा सके और उनका आकार कम िकया जा सके। 

कुल िमलाकर, इस शोध में प्रसु्तत अध्ययन जैव िचिकत्सा उत्पादों की िस्थरता को बेहतर समझने पर कें िद्रत हैं और िवकास 
के प्रारिंभक चरणों में िस्थरता में सुधार लाने में मदद करेंगे। 
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