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Abstract 
Biopharmaceutical products, specifically monoclonal antibodies (mAbs), have transformed the 

healthcare industry and have emerged as effective therapies for managing complex and 

otherwise challenging-to-manage diseases, such as cancer, rheumatism, and autoimmune 

disorders. However, the manufacturing of mAbs is a complex process involving multiple 

bioprocessing steps of production and purification that give rise to mAb heterogeneities such 

as post-translational modifications (PTMs) and degradations. Modifications that specifically 

impact mAb activity, efficacy, and safety are often referred to as critical quality attributes 

(CQAs) and require constant monitoring and characterization to ensure consistent product 

quality. Besides the continuous need for characterization, mAb products are also susceptible to 

degradation during storage and distribution. For instance, exposure to extreme pH, temperature, 

or light can impact the mAb's chemical and physical stability. Similarly, oxidizing/reducing 

agents and mechanical or interfacial stress factors like agitation and freeze-thaw can affect 

mAb stability. Even mAb excipients, generally used to preserve stability, can harm mAb 

structure and function under certain conditions. Therefore, monitoring of product quality is 

critical for maintaining mAb safety and efficacy. This thesis explores two significant issues that 

are pertinent to delivering safe and efficacious biotherapeutic products. First is creation of 

cutting-edge approaches for characterization of these products. Second is approach for 

enhancing stability of biotherapeutic products. 

In Chapter 3, the effect of repeated freezing and thawing on mAb oxidation has been evaluated. 

Freeze-thaw operations during manufacturing, storage, and distribution are known to 

substantially influence the mAb's chemical and physical stability. Most of the investigations 

thus far have focused on aggregation arising from freeze-thaw is primarily known to affect the 

efficacy and immunogenicity of mAbs, while the effects of chemical degradation like oxidation 

are not explored much. This study (Chapter 3) aims to evaluate the impact of repeated freeze-

thaw on the oxidation of two mAbs (trastuzumab and rituximab) in different buffer systems 

(formulation buffer, phosphate-buffer saline and histidine buffer). An increase in oxidation by 

3X is observed for trastuzumab samples in the formulation buffer, while the increase is less 

(1X oxidation) for rituximab samples. Oxidation of the two mAbs in histidine buffer alone was 

also assessed, and a significant increase of 7X and 8X oxidation was observed, respectively. 

The presence of oxidized and charged species was also confirmed with intact mass and peptide 

mapping analysis. The results highlight the effect of histidine-polysorbate 20 buffer in 
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promoting mAb oxidation and the stabilizing effects of citrate-polysorbate 80 buffer upon 

repeated freeze-thaw. Maximum formation of high molecular weight (HMW) species (15.94%) 

was observed in the phosphate-buffer saline samples of trastuzumab. An increase in acidic 

(19.54% to 23.22%) and basic variants (5.23% to 9.44%) was observed for rituximab, whereas 

a decrease in acidic variants (32.60% to 26.63%) was observed for trastuzumab samples. 

Stability of complex biotherapeutics like monoclonal antibodies is paramount for their safe and 

efficacious use. In Chapter 4, impact of higher concentrations of trehalose dihydrate, a 

commonly used osmolyte as mAb excipient, on mAb stability has been explored. Excipients 

are inactive ingredients that are added to the purified product so as to offer it a stable 

environment. Trehalose dihydrate is a non-reducing sugar that is commonly used as a 

stabilizing agent in biotherapeutic formulations under liquid and frozen states. The stabilizing 

effect of trehalose against aggregation in protein formulations is well known. The present study 

(Chapter 4) aims to offer insights into the stability effects of higher trehalose concentration 

(230 mM) on liquid trastuzumab under different forced stress conditions including thermal, 

light with and without hydrogen peroxide (H2O2), and humidity stresses. Under thermal stress, 

while HMW accounted for 38.80% in the trastuzumab sample without trehalose, it was 4.89% 

at high trehalose concentration. Similarly, under light stress with H2O2, the trastuzumab sample 

without trehalose had >80% more HMW than at high trehalose concentration. Two other IgG1 

mAbs (rituximab and bevacizumab) were also evaluated for stability at higher trehalose 

concentrations (230 mM). Similar to trastuzumab, stabilization was observed under thermal 

stress for rituximab and bevacizumab at higher trehalose concentration compared to samples 

without trehalose (21.90% and 29.90% HMW, respectively). Likewise, accelerated (under 

humidity stress) stress induced secondary and tertiary structure disruptions were reduced at 

higher trehalose concentration. Overall, mAb stability under forced stress conditions improved 

significantly at higher trehalose concentrations. While higher trehalose concentration (>200 

mM) is used in mAb formulations and is known to minimise aggregation under thermal stress, 

however, the current study aims to also explore the stability imparted under light (with H2O2), 

and humidity stresses for three different mAbs. 

The studies conducted in Chapter 3 and 4 reflect the stability concerns for mAb products that 

alter its structure and induce physical/chemical heterogeneity. Thus, the manufacture of safe 

and efficacious mAb products is contingent upon the implementation of comprehensive 

monitoring of heterogeneity in biopharmaceutical development. However, extensive increase 

in mAb approvals combined with limitations of current analytical methods has given rise to the 
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need for innovative analytical methods for mAb characterization. Multi-attribute monitoring 

(MAM) has emerged as an efficient tool for monitoring of mAb heterogeneities like 

deamidation, sialylation, glycosylation, and oxidation. Conventional biopharma analysis 

during mAb development relies on use of one-dimensional methods for monitoring titer and 

charge-based heterogeneity using non-volatile solvents without direct coupling with mass 

spectrometry (MS). This approach requires analysis of mAb harvest by protein A 

chromatography (ProA) for titer estimation followed by separate cation exchange 

chromatography (CEX) analysis of the purified sample for estimating charge-based 

heterogeneity. This can take up to 60-90 minutes due to the required fraction collection and 

buffer exchange steps. In this work (Chapter 5), a native two-dimensional liquid 

chromatography (2DLC) mass spectrometry method has been developed with Protein A 

chromatography in the first dimension for titer estimation and CEX in the second dimension 

for charge variant analysis. The method uses volatile salts for both dimensions and enables easy 

coupling to MS. The proposed 2DLC method exhibits a charge variant profile that is similar to 

that observed via the traditional methods and takes only 15 minutes for mass identification of 

each variant. A total of six charge variants were separated by the CEX analysis after titer 

estimation, including linearity assessment from 5 ug to 160 ug of injected mAb sample. The 

proposed method successfully estimated charge variants for the mAb innovator and 4 of its 

biosimilars, showcasing its applicability for biosimilarity exercises. Hence, the 2D ProA CEX 

MS method allows direct titer and charge variant estimation of mAbs in a single workflow. 

Charged heterogeneity of mAb products is regarded as a CQA depending on its impact on the 

safety and efficacy profile of the product. Hence, manufacturers are expected to perform a 

comprehensive characterization of the charge heterogeneity to ensure that the manufactured 

product meets its specifications. Further, monitoring is also expected during the product 

lifecycle to demonstrate consistency in product quality. However, conventional analytical 

methods for characterization of hydrophobic and charge variants are non-volatile salt-based 

and require manual fraction collection and desalting steps before analysis through mass 

spectrometry can be performed. In Chapter 6, a workflow of a two-dimensional liquid 

chromatography method using MS-compatible buffers coupled with native mass spectrometry 

was performed to characterize hydrophobic variants in the first dimension and charge variants 

in the second dimension without any need of manual fractionation. This novel 2D HIC-WCX-

MS workflow identified 10 variants in mAb A out of which 2 variants are exclusive to the 2D 

orthogonal method. Similarly, for mAb B a total of 11 variants are identified including 5 
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variants to be exclusive to the 2D orthogonal workflow. When compared to stand-alone HIC 

resolved only 4 variants for both mAbs and WCX resolved 7 variants for mAb A and 6 variants 

for mAb B. In addition, the proposed method allows direct characterization of 

hydrophobic/charge variant peaks through native mass spectrometry in a single run workflow.  

Though 2DLC methods have gained popularity for resolving complex charged species, 

capillary electrophoresis (CE) is regarded as a sensitive and faster tool for charged species 

estimation in biotherapeutics. In Chapter 6, we also aim to combine the separation power of 

chromatographic and electrophoretic tools (LC-CE) so as to achieve maximum resolution of 

mAb charge variants. Hydrophobic interaction chromatography (HIC) is the preferred LC 

mode with CE for achieving successful separation of both charge and hydrophobic variants for 

two of the mAbs (trastuzumab: mAb A and rituximab: mAb B). The standalone HIC and CZE 

methods separated 4 hydrophobic variants and 7 charge variants for each mAb, while the 2DLC 

method separated 10 variants for mAb A and 11 variants mAb B. On the other hand, the HIC-

CZE-UV method resolved 29 variants and 23 variants in mAb A and mAb B, respectively. The 

reproducibility of the HIC-CZE-UV method was demonstrated by %change in values of RT 

and peak area as < 5% (mAb A) < 3% (mAb B) and < 12% (for both mAbs), respectively. Thus, 

the utility of the proposed LC-CE method for characterization of mAb charge variants has been 

displayed.  

Overall, the studies presented in this thesis focus on understanding the stability concerns in 

mAbs and developing advanced MAM methods to improve characterization and monitoring of 

mAb CQAs. 
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साराांश 

बायोफार्ाासु्यटिकल उत्पाद, टिशेष रूप से र्ोनोक्लोनल एंिीबॉडी (एर्एबीएस), ने हेल्थकेयर उद्योग को 

बदल टदया है और कैं सर, गटियािाद और ऑिोइमू्यन टिकारो ंजैसे जटिल और अन्यथा चुनौतीपूर्ा-प्रबंधन 

रोगो ंके प्रबंधन के टलए प्रभािी उपचार के रूप र्ें उभरा है। हालांटक, एर्एबीएस का टनर्ाार् एक जटिल 

प्रटिया है टजसर्ें उत्पादन और शुद्धि के कई बायोप्रोसेटसंग चरर् शाटर्ल हैं जो एर्एबी टिषर्ताओ ंजैसे 

टक पोस्ट-ि्ांसलेशनल संशोधनो ं (पीिीएर्) और टगरािि को जन्म देते हैं। संशोधनो ंजो टिशेष रूप से 

एर्एबी गटतटिटध, प्रभािकाररता और सुरक्षा को प्रभाटित करते हैं, उन्हें अक्सर र्हत्वपूर्ा गुर्ित्ता 

टिशेषताओ ं(सीकू्यए) के रूप र्ें संदटभात टकया जाता है और लगातार उत्पाद की गुर्ित्ता सुटनटित करने 

के टलए टनरंतर टनगरानी और लक्षर् िर्ान की आिश्यकता होती है। लक्षर् िर्ान की टनरंतर आिश्यकता 

के अलािा, एर्एबी उत्पाद भी भंडारर् और टितरर् के दौरान टगरािि के टलए अटतसंिेदनशील होते हैं। 

उदाहरर् के टलए, चरर् पीएच, तापर्ान या प्रकाश के संपका  र्ें एर्एबी के रासायटनक और भौटतक 

द्धिरता को प्रभाटित कर सकते हैं। इसी तरह, एजेंिो ंऔर यांटिक या इंिरफेटसयल तनाि कारको ंजैसे 

आंदोलन और फ्रीज-थाि को ऑक्सीकरर्/कर् करना MAB द्धिरता को प्रभाटित कर सकता है। यहां 

तक टक mAb excipients, आर्तौर पर द्धिरता को संरटक्षत करने के टलए उपयोग टकया जाता है, कुछ 

शतों के तहत MAB संरचना और काया को नुकसान पहंचा सकता है। इसटलए, एर्एबी सुरक्षा और 

प्रभािकाररता को बनाए रखने के टलए उत्पाद की गुर्ित्ता की टनगरानी र्हत्वपूर्ा है। पहले इन उत्पादो ं

के लक्षर् िर्ान के टलए अत्याधुटनक दृटिकोर् का टनर्ाार् है। दूसरा बायोथेरेपू्यटिक उत्पादो ंकी द्धिरता 

को बढाने के टलए दृटिकोर् है। 

अध्याय 3 र्ें, एर्एबी ऑक्सीकरर् पर बार -बार िंड और टिगलन के प्रभाि का रू्ल्ांकन टकया गया है। 

टिटनर्ाार्, भंडारर् और टितरर् के दौरान फ्रीज-थाि संचालन को एर्एबी के रासायटनक और भौटतक 

द्धिरता को काफी प्रभाटित करने के टलए जाना जाता है। इस प्रकार अब तक की अटधकांश जांच फ्रीज-

टपघलने से उत्पन्न होने िाले एकिीकरर् पर ध्यान कें टित करती हैं, रु्ख्य रूप से mAbs की प्रभािकाररता 

और प्रटतरक्षा को प्रभाटित करने के टलए जाना जाता है, जबटक ऑक्सीकरर् जैसे रासायटनक टगरािि के 

प्रभािो ं को ज्यादा नही ं खोजा जाता है। इस अध्ययन (अध्याय 3) का उदे्दश्य टिटभन्न बफर टसस्टर् 

(फॉरू्ालेशन बफर, फॉसे्फि-बफर खारा और टहद्धस्टडीन बफर) र्ें दो एर्एबीएस के ऑक्सीकरर् पर 

बार-बार फ्रीज-थाि के प्रभाि का रू्ल्ांकन करना है। फॉरू्ालेशन बफर र्ें िै्सु्टजुर्ाब नरू्नो ंके टलए 3x 

द्वारा ऑक्सीकरर् र्ें िृद्धि देखी जाती है, जबटक रीिद्धक्सरै्ब नरू्नो ंके टलए िृद्धि कर् (1x ऑक्सीकरर्) 
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है। अकेले टहद्धस्टडीन बफर र्ें दो mAbs के ऑक्सीकरर् का भी रू्ल्ांकन टकया गया था, और िर्शः  

7x और 8x ऑक्सीकरर् की उले्लखनीय िृद्धि देखी गई थी। ऑक्सीकृत और चाजा प्रजाटतयो ंकी उपद्धिटत 

को भी बरकरार िव्यर्ान और पेप्टाइड रै्टपंग टिशे्लषर् के साथ पुटि की गई थी। पररर्ार् एर्एबी 

ऑक्सीकरर् को बढािा देने र्ें टहद्धस्टडीन-पॉलीसोबेि 20 बफर के प्रभाि को उजागर करते हैं और बार-

बार फ्रीज-थॉ पर साइिे्ि-पॉलीसोबेि 80 बफर के द्धिर प्रभाि को बढाते हैं। उच्च आर्टिक भार 

(एचएर्डबू्ल्य) प्रजाटतयो ं(15.94%) का अटधकतर् गिन िै्सु्टजुर्ाब के फॉसे्फि-बफर खारा नरू्नो ंर्ें 

देखा गया था। अम्लीय र्ें िृद्धि (19.54% से 23.22%) और बुटनयादी िेररएंि (5.23% से 9.44%) 

ररतद्धक्सरै्ब के टलए देखी गई, जबटक िै्सु्टजुरै्ब नरू्नो ंके टलए अम्लीय िेररएंि (32.60% से 26.63%) र्ें 

कर्ी देखी गई। 

र्ोनोक्लोनल एंिीबॉडी जैसे जटिल बायोथेरेपू्यटिक्स की द्धिरता उनके सुरटक्षत और प्रभािकारी उपयोग 

के टलए सिोपरर है। अध्याय 4 र्ें, Trehalose dihydrate के उच्च सांिता का प्रभाि, mAb द्धिरता पर 

mAb excipient के रूप र्ें आर्तौर पर इसे्तर्ाल टकया जाने िाला ऑस्मोले्ट का पता लगाया गया है। 

Excipients टनद्धिय तत्व हैं टजन्हें शुि उत्पाद र्ें जोडा जाता है ताटक यह एक द्धिर िातािरर् की 

पेशकश की जा सके। Trehalose dihydrate एक गैर-कर् करने िाली चीनी है टजसे आर्तौर पर तरल 

और जरे् हए राज्यो ंके तहत बायोथेरेपू्यटिक योगो ंर्ें एक द्धिर एजेंि के रूप र्ें उपयोग टकया जाता है। 

प्रोिीन योगो ंर्ें एकिीकरर् के द्धखलाफ िे्हलोज का द्धिर प्रभाि अच्छी तरह से जाना जाता है। ितार्ान 

अध्ययन (अध्याय 4) का उदे्दश्य थर्ाल, हाइड्ोजन पेरोक्साइड (H2O2), और आिाता तनािो ंके साथ थर्ाल, 

प्रकाश के साथ और टबना अलग -अलग जबरन तनाि द्धिटतयो ंके तहत तरल िै्सु्टजुरै्ब पर उच्च िे्लोज 

एकाग्रता (230 टर्र्ी) के द्धिरता प्रभािो ं र्ें अंतदृाटि प्रदान करना है। थर्ाल तनाि के तहत, जबटक 

एचएर्डबू्ल्य ने िे्हलोज के टबना िै्सु्टजुर्ाब नरू्ने र्ें 38.80% का टहसाब लगाया, यह उच्च िे्लोज 

एकाग्रता र्ें 4.89% था। इसी तरह, H2O2 के साथ हले्क तनाि के तहत, trahalose के टबना trastuzumab 

नरू्ना उच्च trehalose एकाग्रता की तुलना र्ें 80% अटधक HMW था। दो अन्य IgG1 mAbs (rituximab 

और bevacizumab) का रू्ल्ांकन भी उच्च िे्लोज सांिता (230 टर्र्ी) पर द्धिरता के टलए टकया गया 

था। Trastuzumab के सर्ान, द्धिरीकरर् को Trehalose (21.90% और 29.90% HMW, िर्शः ) के 

टबना नरू्नो ंकी तुलना र्ें उच्च िे्लोस एकाग्रता र्ें ररतद्धक्सरै्ब और बेिाटकजुर्ाब के टलए थर्ाल तनाि के 

तहत देखा गया था। इसी तरह, त्वररत (आिाता तनाि के तहत) तनाि पे्रररत र्ाध्यटर्क और तृतीयक 

संरचना र्ें व्यिधान उच्च िे्लोज एकाग्रता र्ें कर् हो गए थे। कुल टर्लाकर, जबरन तनाि की द्धिटत के 

तहत एर्एबी द्धिरता ने उच्च िे्लोज सांिता र्ें काफी सुधार टकया। जबटक उच्च िे्लोज एकाग्रता (> 200 

टर्र्ी) का उपयोग एर्एबी योगो ंर्ें टकया जाता है और इसे थर्ाल तनाि के तहत एकिीकरर् को कर् 
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करने के टलए जाना जाता है, हालांटक, ितार्ान अध्ययन का उदे्दश्य प्रकाश के तहत प्रदान की गई द्धिरता 

(एच 2 ओ 2 के साथ), और तीन अलग -अलग एर्एबी के टलए आिाता तनाि का भी पता लगाना है। 

अध्याय 3 और 4 र्ें टकए गए अध्ययन एर्एबी उत्पादो ंके टलए द्धिरता की टचंताओ ंको दशााते हैं जो इसकी 

संरचना को बदलते हैं और भौटतक/रासायटनक टिषर्ता को पे्रररत करते हैं। इस प्रकार, सुरटक्षत और 

प्रभािशाली एर्एबी उत्पादो ंका टनर्ाार् बायोफार्ाासू्यटिकल टिकास र्ें टिषर्ता की व्यापक टनगरानी के 

कायाान्वयन पर आकद्धस्मक है। हालांटक, ितार्ान टिशे्लषर्ात्मक तरीको ंकी सीर्ाओ ंके साथ संयुक्त 

एर्एबी अनुर्ोदन र्ें व्यापक िृद्धि ने एर्एबी लक्षर् िर्ान के टलए अटभनि टिशे्लषर्ात्मक तरीको ंकी 

आिश्यकता को जन्म टदया है। र्ल्टी-एि्ीबू्यि र्ॉटनिररंग (MAM) Deamidation, Sialylation, 

Glycosylation और Oxidation जैसे mAb टिषर्ताओ ंकी टनगरानी के टलए एक कुशल उपकरर् के 

रूप र्ें उभरा है। एर्एबी टिकास के दौरान परंपरागत बायोफार्ाा टिशे्लषर् र्ास से्पक््ट्ोरे्ि्ी (एर्एस) 

के साथ प्रत्यक्ष युग्मन के टबना गैर-िाष्पशील सॉल्वैंि्स का उपयोग करके टििर और चाजा-आधाररत 

टिषर्ता की टनगरानी के टलए एक आयार्ी तरीको ंके उपयोग पर टनभार करता है। इस दृटिकोर् को 

चाजा-आधाररत टिषर्ता का आकलन करने के टलए शुि नरू्ना के अलग-अलग कटियन एक्सचेंज 

िोरै्िोग्राफी (CEX) टिशे्लषर् के बाद टििर अनुर्ान के टलए प्रोिीन ए िोरै्िोग्राफी (PROA) द्वारा 

MAB फसल के टिशे्लषर् की आिश्यकता होती है। यह आिश्यक अंश संग्रह और बफर एक्सचेंज चरर्ो ं

के कारर् 60-90 टर्नि तक का सर्य लग सकता है। इस कार् र्ें (अध्याय 5), एक देशी दो-आयार्ी 

तरल िोरै्िोग्राफी (2DLC) र्ास से्पक््ट्ोरे्ि्ी टिटध को प्रोिीन के साथ एक िोरै्िोग्राफी के साथ टिकटसत 

टकया गया है, जो चाजा िेररएंि टिशे्लषर् के टलए दूसरे आयार् र्ें टििर अनुर्ान और CEX के टलए पहले 

आयार् र्ें िोरै्िोग्राफी है। टिटध दोनो ंआयार्ो ंके टलए िाष्पशील लिर् का उपयोग करती है और एर्एस 

के टलए आसान युग्मन को सक्षर् करती है। प्रस्ताटित 2DLC टिटध एक चाजा िेररएंि प्रोफाइल प्रदटशात 

करती है जो पारंपररक तरीको ंके र्ाध्यर् से देखी गई सर्ान है और प्रते्यक संस्करर् की जन पहचान के 

टलए केिल 15 टर्नि लगती है। टििर अनुर्ान के बाद CEX टिशे्लषर् द्वारा कुल छह चाजा िेररएंि को 

अलग कर टदया गया था, टजसर्ें 5 कुरूपता के टलए 5 कुरूपता का आकलन शाटर्ल है। प्रस्ताटित टिटध 

ने एर्एबी इनोिेिर और 4 इसके बायोटसटर्लर के 4 के टलए चाजा िेररएंि का सफलतापूिाक अनुर्ान 

लगाया, बायोटसटर्लररिी एक्सरसाइज के टलए इसकी प्रयोज्यता को प्रदटशात टकया। इसटलए, 2D PROA 

CEX MS टिटध एक ही िका फ़्लो र्ें MABs के प्रत्यक्ष टििर और चाजा िेररएंि अनुर्ान की अनुर्टत देती 

है। 
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MAB उत्पादो ंकी चाजा टिषर्ता को उत्पाद की सुरक्षा और प्रभािकाररता प्रोफाइल पर इसके प्रभाि के 

आधार पर CQA के रूप र्ें र्ाना जाता है। इसटलए, टनर्ााताओ ंसे अपेक्षा की जाती है टक िे यह सुटनटित 

करें  टक टनटर्ात उत्पाद अपने टिटनदेशो ंको पूरा करता है, यह सुटनटित करने के टलए चाजा टिषर्ता का 

एक व्यापक लक्षर् िर्ान करता है। इसके अलािा, उत्पाद की गुर्ित्ता र्ें द्धिरता प्रदटशात करने के टलए 

उत्पाद जीिनचि के दौरान भी टनगरानी की उम्मीद है। हालांटक, हाइड्ोफोटबक और चाजा िेररएंि के 

लक्षर् िर्ान के टलए पारंपररक टिशे्लषर्ात्मक तरीके गैर-िाष्पशील नर्क-आधाररत हैं और र्ास 

से्पक््ट्ोरे्ि्ी के र्ाध्यर् से टिशे्लषर् से पहले रै्नुअल अंश संग्रह और टडसाटलंग चरर्ो ंकी आिश्यकता 

होती है। अध्याय 6 र्ें, देशी िव्यर्ान से्पक््ट्ोरे्ि्ी के साथ टर्लकर एर्एस-संगत बफसा का उपयोग करके 

दो-आयार्ी तरल िोरै्िोग्राफी टिटध का एक िका फ़्लो पहले आयार् र्ें हाइड्ोफोटबक िेररएंि को टचटित 

करने के टलए टकया गया था और रै्नुअल अंशांकन की आिश्यकता के टबना दूसरे आयार् र्ें िेररएंि को 

चाजा टकया गया था। इस उपन्यास 2 डी एचआईसी-डबू्ल्यसीएक्स-एर्एस िका फ़्लो ने एर्एबी र्ें 10 

िेररएंि की पहचान की, टजसर्ें से 2 िेररएंि 2 डी ऑथोगोनल टिटध के टलए अनन्य हैं। इसी तरह, mAb b 

के टलए कुल 11 िेररएंि की पहचान की जाती है, टजसर्ें 5 िेररएंि शाटर्ल होते हैं, जो 2 डी ऑथोगोनल 

िका फ़्लो के टलए अनन्य होते हैं। जब स्टैंड-अलोन एचआईसी की तुलना र्ें एर्एबीएस और डबू्ल्यसीएक्स 

दोनो ंके टलए केिल 4 िेररएंि हल टकए गए, तो एर्एबी ए के टलए 7 िेररएंि और एर्एबी बी के टलए 6 

िेररएंि को हल टकया, इसके अलािा, प्रस्ताटित टिटध एक एकल रन िका फ़्लो र्ें देशी र्ास से्पक््ट्ोरे्ि्ी के 

र्ाध्यर् से हाइड्ोफोटबक/चाजा िेररएंि चोटियो ंके प्रत्यक्ष लक्षर् िर्ान की अनुर्टत देती है। 

हालांटक 2DLC तरीको ंने जटिल चाजा प्रजाटतयो ंको हल करने के टलए लोकटप्रयता हाटसल की है, केटशका 

िैद्युतकर्संचलन (CE) को बायोथेरेपू्यटिक्स र्ें चाजा टकए गए प्रजाटतयो ं के अनुर्ान के टलए एक 

संिेदनशील और तेज उपकरर् र्ाना जाता है। अध्याय 6 र्ें, हर् िोरै्िोग्राटफक और इलेक््ट्ोफोरेटिक 

िूल्स (एलसी-सीई) की पृथक्करर् शद्धक्त को संयोटजत करने का लक्ष्य रखते हैं ताटक एर्एबी चाजा िेररएंि 

के अटधकतर् ररजॉलू्शन को प्राप्त टकया जा सके। हाइड्ोफोटबक इंिरैक्शन िोरै्िोग्राफी (एचआईसी) 

दो mAbs (trastuzumab: mAb a और rituximab: mAb B) के टलए चाजा और हाइड्ोफोटबक िेररएंि 

दोनो ंके सफल पृथक्करर् को प्राप्त करने के टलए सीई के साथ पसंदीदा एलसी र्ोड है। स्टैंडअलोन 

एचआईसी और CZE टिटधयो ंने प्रते्यक mAb के टलए 4 हाइड्ोफोटबक िेररएंि और 7 चाजा िेररएंि को 

अलग कर टदया, जबटक 2DLC टिटध ने mAb A और 11 िेररएंि MAb B के टलए 10 िेररएंि को अलग 

कर टदया। दूसरी ओर, HIC-CZE-UV टिटध ने िर्शः  MAB A और MAB B र्ें 29 िेररएंि और 23 

िेररएंि को हल टकया। HIC-CZE-UV टिटध की प्रजनन क्षर्ता को िर्शः  RT और Peak के्षि के रू्ल्ो ं

र्ें% पररितान द्वारा <5% (MAB A) <3% (MAB B) और <12% (दोनो ंMABs के टलए) के रूप र्ें 
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प्रदटशात टकया गया था। इस प्रकार, MAB चाजा िेररएंि के लक्षर् िर्ान के टलए प्रस्ताटित LC-CE टिटध 

की उपयोटगता प्रदटशात की गई है।  

कुल टर्लाकर, इस थीटसस र्ें प्रसु्तत टकए गए अध्ययन mAbs र्ें द्धिरता की टचंताओ ंको सर्झने और 

MAB CQAs के लक्षर् िर्ान और टनगरानी र्ें सुधार करने के टलए उन्नत MAM तरीको ंको टिकटसत 

करने पर ध्यान कें टित करते हैं। 
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