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Abstract 

Protein biotherapeutics are becoming an important part of human health and are being used for 

treatment of wide number of severe diseases like various cancer forms, diabetes and ebola. Due 

to such high demand of these molecules, there is such a surge in the production and growth of 

these therapeutics that they are overtaking the net production and demand of small drug 

molecules. Despite the success of these biotherapeutics, there are hurdles that need to be 

overcome for ensuring smooth growth of biotherapeutics industry. A major issue is that of the 

stability of these biotherapeutics (Chapter 1).  

The source of instability in biotherapeutics is multifaceted, which could be from production or 

fermentation during upstream processing, from purification or separation methods used during 

downstream processing or during filling, storage and shipping. Care must be taken at these 

different stages of production of biotherapeutics by appropriate monitoring to ensure consistent 

quality of drug product. The instabilities which are common in protein therapeutics are protein 

aggregation and fragmentation. These instabilities can reduce the safety and efficacy of the 

drug product by enhancing the product’s immunogenicity or toxicity. The level of these 

instabilities has to be controlled below certain level in the final product to ensure safe and 

effective drug product release in the market. Therapeutic proteins encounter a range of 

environmental conditions such as extreme pH, buffers, temperature ranges and exposure to air-

liquid interfaces which could make the protein product more labile to these degradations. 

Removing aggregation from a batch protein therapeutics, especially mAbs is a challenging task 

and involves extra cost incurrence (Chapter 2).  

Kinetic modelling of protein using the quantification data obtained from SE-HPLC could be 

helpful for understanding the mechanism of aggregation. Studying kinetic modelling could 

help in controlling the rates of aggregation in drug product in various buffer conditions via 

their early prediction. We have attempted to use kinetic modelling of aggregation to predict the 

rate of aggregation in conditions prevailing during downstream purification of mAb 

therapeutics (Chapter 3). Lumry Eyring model and its modifications (Extended Lumry Eyring 

and Nucleated Polymerization) and Finke-Watzky model have been used successfully to 

predict the aggregation rates in the buffer conditions of mAbs purification.  The rate of 

aggregation and aggregate formation mechanism have been understood by subjecting the mAb 

therapeutics to various buffer types, temperature conditions, pH and salt concentrations. The 

results obtained from experimental data have been compared to the model predicted values to 

identify the best fit model.  
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Apart from aggregation, another product instability impacting protein therapeutics’ quality is 

fragmentation. Fragmentation leads to breakage of protein therapeutics into smaller entities 

having either no or limited functionality as well as huge impact on immunogenicity if 

introduced into patient’s blood stream. Fragmentation study of mAbs was targeted at gaining 

knowledge about non-enzymatic fragmentation under extreme temperature conditions as the 

time progresses and mechanism development for the same (Chapter 4). Kinetics of 

fragmentation degradation was observed by incubating IgG1 based mAb products at high 

temperature of 50ºC in PBS at pH 6.5 and sampling at regular time intervals.  Samples were 

analysed using range of characterization tools like SE-HPLC, DLS, MS and SDS-PAGE. Mass 

spectrometry was used to measure the exact molecular weights of the fragmented species 

during course of study. Results obtained from experiments were fitted with different 

fragmentation mechanisms for obtaining better fit and calculating corresponding kinetic rate 

constants. Apart from this the model was also applied for another phosphate buffer system with 

different ionic strength. Temperature dependency of the model was verified using Arrhenius 

law.  

For monitoring protein degradation, especially when the degraded products vary in their sizes, 

different analytical characterization tools are available which are routinely used by 

pharmaceutical scientists working in the domain of protein formulation development and 

stability.  Manufacturers of biotherapeutic products spend a considerable time and resources 

on ways to avoid product degradation, monitor aggregate levels at different process points and 

the final product, and design their processes so as to reduce or remove aggregates and thereby 

ensure that the final product meets the desired specifications. We have performed a detailed 

investigation involving the analysis of a complete spectrum of aggregate species, from few 

nanometres sized oligomers to millimetre sized multimeric precipitates (Chapter 5). This was 

achieved by using three analytical tools, namely Size Exclusion Chromatography (SE-HPLC) 

(1 nm - 25 nm), Dynamic Light Scattering (DLS) (10 nm - 5 µm), and Micro Flow Imaging 

(MFI) (2 µm - 300 µm). Since each characterization tool covers a particular size range, data 

from multiple tools was collected in the “handover” regions to demonstrate accuracy of the 

platform. The proposed platform would be of utility to those engaged in formulation 

development as well as other aspects related to stability of biotherapeutic products. 

During processing of biotherapeutics, especially mAbs , protein degradation in terms of 

aggregation by forming particles of various sizes and morphologies when subjected to physical, 

mechanical, and/or chemical stresses during manufacturing, storage, filling, formulation 
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development, and shipping. While there is widespread consensus that protein aggregation can 

enhance immunogenicity and affect the activity and cytotoxicity of the concerned product, the 

underlying immunological and biological mechanisms are not completely understood. We have 

investigated how invisible and sub visible particles generated by a variety of mechanical, 

thermal and chemical stresses impact biological activity of the product (Chapter 6). Amongst 

the various stresses considered, those generated when exposing the sample to stirring and 

extreme pH or temperature were seen to significantly impact product stability and 

immunogenicity, as confirmed by detailed analytical and biological characterization of the 

samples. Increased aggregation resulted in enhanced immunogenic response, as confirmed by 

cytotoxicity assays (ADCC and CDC) and reduced activity of the drug product, as confirmed 

by antigen binding assays (SPR). It was observed that extreme pH (pH 3.5 and pH 11.0), 

stirring (1D and 3D stir), and oxidation via CuSO4 have the most impact on aggregate 

formation as well as potency of the therapeutic. In contrast, stresses from pipetting, milder pH 

(4.3 and 8.5), oxidation via H2O2, freeze-thaw (-80 °C and LN2) have relatively less effect on 

potency of the mAb biotherapeutic. The results affirm that understanding of the mechanism of 

aggregation is critical for achieving consistent product quality.  

It is hoped that the insights presented in this thesis would assist with adequate planning for 

examining, monitoring and controlling product degradation during production and storage so 

as to increase the shelf life and maintaining the activity of the drug product. 

 

 

 

 

 



सार 

!ोट$न बायोथेरा,यू.ट/स मानव 3वा34य का एक मह8वपूण; .ह3सा बन रहा है और इसका उपयोग 

AवBभDन !कार के गंभीर रोगG जैसे AवBभDन कIसर JपG, मधुमेह और इबोला के इलाज के Bलए Nकया जा 

रहा है। इन अणुओं कR इतनी अTधक मांग के कारण, इन उपचारकG के उ8पादन मW इतनी वYृTध होती है 

Nक वे छोटे दवा अणुओं के शुYध उ8पादन और मांग से आगे ]नकल जाते हI। इन बायोथेरा,यू.ट/स कR 

सफलता के बावजूद, ऐसी बाधाएं हI िजDहW बायोथेरा,यू.ट/स उYयोग के सुचाJ Aवकास को स]ुनिaचत 

करने के Bलए दरू करने कR आवaयकता है। एक !मुख मुYदा इन बायोथेरे,यू.ट/स (अcयाय 1) कR 

ि3थरता का है। 

बायोथेरा,यू.ट/स मW अि3थरता का dोत बहुNeयाशील है, जो अप3f$म !स3ंकरण के दौरान उ8पादन 

या Nकhवन से, डाउन3f$म !सं3करण के दौरान या भरने, भंडारण और BशAपगं के दौरान उपयोग Nकए 

जाने वाले शुYTधकरण या पथृ/करण AवTधयG स े हो सकता है । दवा उ8पाद कR ]नरंतर गुणवkा 

सु]निaचत करन ेके Bलए उTचत ]नगरानी Yवारा जैव-तंl के उ8पादन के AवBभDन चरणG मW देखभाल कR 

जानी चा.हए। !ोट$न थेरेपी मW जो अि3थरताएं हI, व े!ोट$न एकlीकरण और Aवखंडन हI। य ेअि3थरता 

उ8पाद कR !]तरnा या Aवषा/तता को बढ़ाकर दवा उ8पाद कR सुरnा और !भावकाqरता को कम कर 

सकती है। बाजार मW सुरrnत और !भावी दवा उ8पाद जार$ करने के Bलए इन अि3थरताओं के 3तर को 

अं]तम उ8पाद मW ]निaचत 3तर से नीचे ]नयsंlत Nकया जाना चा.हए। उपचारा8मक !ोट$न अ8यTधक 

पीएच, बफ़स;, तापमान पव;तमाला और वायु-तरल इंटरफेस के संपक;  मW आन ेस ेपया;वरणीय ि3थ]तयG 

कR एक uृंखला का सामना करते हI जो !ोट$न उ8पादG को इन TगरावटG के Bलए अTधक !योगशाला बना 

सकते हI। बैच !ोट$न थेरेपी से एकlीकरण को हटाना, Aवशेष Jप से मैबस एक चुनौतीपूण; काय; है और 

इसमW अ]तqर/त लागत वYृTध (अcयाय 2) शाBमल है। 

एसई-एचपीएलसी स े!ा,त माlा8मक डेटा को उपयोग करके !ोट$न का ग]तकR मॉडBलगं एकlीकरण 

के तंl को समझन ेमW मददगार हो सकता है। ग]तकR मॉडBलगं का अcययन उनके !ारंBभक भAवyयवाणी 



के माcयम स ेAवBभDन बफर ि3थ]तयG मW दवा उ8पाद मW एकlीकरण कR दरG को ]नयंslत करने मW मदद 

कर सकता है। हमने मैब थेरे,यू.ट/स (अcयाय 3) के डाउन3f$म शुYTध के दौरान !चBलत पqरि3थ]तयG 

मW एकlीकरण कR दर का अनुमान लगान ेके Bलए एकlीकरण के ग]तज मॉडBलगं का उपयोग करने का 

!यास Nकया है। लमुर$ ईयqरगं मॉडल और इसके संशोधनG (ए/सटWडेड लुमर$ ईयqरगं एंड Dयिू/लयेटेड 

पॉBलमराइजेशन) और Nफंक-वेजेटकR मॉडल का उपयोग सफलतापूव;क मैबस शोधन कR बफर ि3थ]तयG 

मW एकlीकरण दर का अनुमान लगान ेके Bलए Nकया गया है। AवBभDन बफर !कार, तापमान कR ि3थ]त, 

पीएच और नमक सांzता के Bलए मैब TचNक8सीय के अधीन Yवारा एकlीकरण और कुल गठन तंl कR 

दर को समझा गया है। !योगा8मक आंकड़G स े!ा,त पqरणामG कR तुलना सबस ेअ}छे Nफट मॉडल कR 

पहचान करने के Bलए अनुमा]नत मॉडल कR तुलना मW कR गई है। 

एकlीकरण के अलावा, !ोट$न थैरे,यू.ट/स कR गुणवkा को !भाAवत करने वाला एक अDय उ8पाद 

अि3थरता है। Aवखंडन से रोगी कR र/त !वाह मW शुJ होने पर या तो सीBमत या सीBमत काय;nमता नह$ं 

होने के कारण !ोट$न थैरे,यू.ट/स का टूटना होता है और !]तरnाजनकता (इ~युनोजेनेBसट$) पर भार$ 

!भाव पड़ता है। समय कR !ग]त और तंl Aवकास के समान (अcयाय 4) के तहत मैबस के Aवखंडन 

अcययन को अ8यTधक तापमान ि3थ]तयG मW गैर-एंजाइमी Aवखंडन के बारे मW �ान !ा,त करने के Bलए 

लrnत Nकया गया था। Aवखंडन Tगरावट के कैनेट$/स को पीएच 6.5 मW  

 खारा फा3फेट बफर मW 50 �ड�ी सेि�सयस  के उ}च तापमान पर आयीजीजी 1 आधाqरत मैब उ8पादG 

को ऊyमायन और ]नयBमत समय अंतराल पर नमून ेYवारा देखा गया था। नमनूे का Aवaलेषण एसई-

एचपीएलसी, डीएलएस, एमएस और एसडीएस-पेज जैसे लnण वण;न उपकरणG कR रWज का उपयोग 

करके Nकया गया था। मास 3पे/fोमेf$ का उपयोग अcययन के दौरान खं�डत !जा]तयG के सट$क 

आणAवक भार को मापन ेके Bलए Nकया गया था। !योगG स े!ा,त पqरणाम बेहतर Nफट !ा,त करन ेऔर 

संबंTधत ग]तज दर ि3थरांक कR गणना के Bलए अलग-अलग Aवखंडन तंl के साथ Nफट Nकए गए थे। 

इसके अलावा यह मॉडल अलग आय]नक ताकत के साथ एक और फॉ3फेट बफर Bस3टम के Bलए भी 



लागू Nकया गया था। मॉडल का तापमान ]नभ;रता अह;नीस काननू का उपयोग करके स8याAपत Nकया 

गया था। 

!ोट$न के nरण कR ]नगरानी के Bलए, Aवशेष Jप स ेजब अपमा]नत उ8पाद अपन ेआकार मW BभDन होते 

हI, तो AवBभDन Aवaलेषणा8मक लnण वण;न उपकरण उपल�ध होते हI, जो Nक !ोट$न ]नमा;ण और 

ि3थरता के nेl मW काम करने वाले फामा;3य.ूटकल वै�ा]नकG Yवारा ]नयBमत Jप स ेउपयोग Nकए जाते 

हI। जैव-TचNक8सीय उ8पादG के ]नमा;ता उ8पाद के nरण से बचने के तर$कG पर काफR समय और संसाधन 

खच; करते हI, AवBभDन !Neया sबदंओंु और अं]तम उ8पाद पर कुल 3तरG कR ]नगरानी करते हI, और 

अपनी !Neयाओं को �डजाइन करते हI ताNक समु}चय को कम या हटा .दया जा सके और इस तरह यह 

सु]निaचत हो सके Nक अं]तम उ8पाद वां]छत को पूरा करता है Aवशेष Aववरण। हमने कुल !जा]तयG के 

एक पूण; 3पे/fम के Aवaलेषण से संबTंधत एक Aव3ततृ जांच कR है, िजसमW कुछ नैनोमीटर के आकार के 

ओBलगोमस; से लेकर Bमल$मीटर के आकार के म�ट$मqेरक अवnेप (अcयाय 5) शाBमल हI। यह तीन 

Aवaलेषणा8मक उपकरणG का उपयोग करके हाBसल Nकया गया था, अथा;त ् आकार ब.हyकरण 

eोमैटो�ाफR (एसई-एचपीएलसी) (1 एनएम - 25 एनएम), डायनेBमक लाइट 3कैटqरगं (डीएलएस) (10 

एनएम - 5 माइeोन), और माइeो �लो इमिेजंग (एमएफआई) (2 माइeोन - 300 माइeोन)। चँूNक 

!8येक लnण वण;न उपकरण एक Aवशेष आकार कR सीमा को कवर करता है, मंच कR सट$कता !दBश;त 

करने के Bलए कई उपकरणG का डेटा "हIडओवर" nेlG मW एकl Nकया गया था। !3ताAवत ,लेटफॉम; उन 

लोगG के Bलए उपयोगी होगा जो फॉमू;लेशन के Aवकास मW लगे हI और साथ ह$ जैव-TचNक8सीय उ8पादG 

कR ि3थरता स ेसंबंTधत अDय पहल ूभी हI। 

बायोथेरा,यू.ट/स के !सं3करण के दौरान, Aवशेष Jप से मैबस , AवBभDन आकारG और आकाqरकR के 

कणG का ]नमा;ण करके एकlीकरण के सदंभ; मW !ोट$न का nरण जब ]नमा;ण, भंडारण, भरने, ]नमा;ण 

Aवकास और BशAपगं के दौरान भौ]तक, यांslक और रासाय]नक तनावG के अधीन होता है। जबNक �यापक 

सहम]त है Nक !ोट$न एकlीकरण !]तरnा को बढ़ा सकता है और संबंTधत उ8पाद कR ग]तAवTध और 



कोBशका आAवषता को !भाAवत कर सकता है, अंत]न;.हत !]तरnाAव�ानी और जैAवक तंl पूर$ तरह 

से समझ मW नह$ं आते हI। हमन ेजांच कR है Nक AवBभDन !कार के यांslक, थम;ल और रासाय]नक तनावG 

से उ8पDन अ�aय और उप-�aय कण उ8पाद कR जैAवक ग]तAवTध (अcयाय 6) को कैस े!भाAवत करते 

हI। िजन AवBभDन तनावG पर Aवचार Nकया गया है, उनमW सरगम� और चरम पीएच या तापमान के नमून े

को उजागर करते समय उ8पDन होन ेवाल ेउ8पादG कR ि3थरता और !]तरnा8मकता पर काफR !भाव 

देखा गया, जैसा Nक नमूनG के Aव3ततृ Aवaलेषणा8मक और जैAवक लnण वण;न Yवारा पुिyट कR गई है। 

एंट$जन बाइं�डगं ए3स े(एसपीआर) Yवारा पुिyट कR गई  कोBशका आAवषता (साइटोटॉि/सBसट$) परख 

(एडीसीसी और सीडीसी) और दवा उ8पाद कR ग]तAवTध मW कमी के Jप मW वYृTध हुई एकlीकरण स े

!]तरnा8मक !]तNeया मW वYृTध हुई। यह देखा गया Nक चरम पीएच (पीएच 3.5 और पीएच 11.0), 

सरगम� (1 .दन और 3 .दन हलचल), और कॉपर स�फेट के माcयम से ऑ/सीकरण कुल गठन के साथ-

साथ TचNक8सीय कR nमता पर सबसे अTधक !भाव पड़ता है। इसके Aवपर$त, Aपपे.टंग, माइ�ड पीएच 

(4.3 और 8.5) स ेतनाव, हाइ�ोजन पेरॉ/साइड के माcयम से ऑ/सीकरण, �Rज-Aपघल (-80 �ड�ी 

सेि�सयस और Bलि/वड नाइfोजन) मैब बायोथेरा,यू.टक कR शि/त पर अपेnाकृत कम !भाव डालते 

हI। पqरणाम पिुyट करते हI Nक ]नरंतर उ8पाद कR गुणवkा !ा,त करने के Bलए एकlीकरण के तंl कR 

समझ मह8वपूण; है। 

यह आशा कR जाती है Nक इस थीBसस मW !3तुत अंत�;िyट उ8पादन और भंडारण के दौरान उ8पाद  

पतन कR जांच, ]नगरानी और ]नयंlण के Bलए पया;,त योजना बनाने मW मदद करेगी ताNक शे�फ जीवन 

को बढ़ाया जा सके और दवा उ8पाद कR ग]तAवTध को बनाए रखा जा सके। 
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