ناهمگونی بار، (انواع) واریانت های بار آنتی بادی پایه، با افزایش اتصال به گیرنده های Fc
چکیده
ما ایزوفرم های فعال آنتی بادیِ شیمیاییِ آنتی-GD2، ch14.18، که یک آنتی بادی نوترکیب تولید شده در سلول های تخمدان هامستر چینی است را شناسایی کردیم که هم اکنون در آزمایشات بالینی مورد استفاده قرار می گیرد. ما این آنتی بادی را بوسیله کروماتوگرافی مبادله یونی با رزولوشن بالا و با شویش گرادیان pH خطی در انواع اسیدی بار پایه و اصلی، در یک مقیاس تهیه شده جدا کردیم و مواد کافی برای مطالعه عمیق منابع و اثرات میکروتروژنیت را به دست آوردیم. تمایل اتصال انواع بار به سمت آنتی ژن و گیرنده های سطح سلولی مختلف توسط Biacore مورد بررسی قرار گرفت. عملکردهای اثر کننده (محرک) با استفاده از تست های سلولی برای سمیت سلولی با واسطه سلولی و وابسته به آنتی بادی و سمیت سلولی وابسته به مکمل بررسی شدند. واریانت های پار پایه، افزایش اتصال به گیرنده سطح سلولی FcϒRIIIa را نشان دادند، که نقش مهمی در تنظیم عملکردهای اثر کننده (محرک) دارد. علاوه بر این، افزایش اتصال بخش های پایه به گیرنده ی (رسپتور) نوزاد مشاهده شد. از آنجا که این رسپتور نیمه عمر طولانی مدت IgG در سرم انسان را تعدیل می کند، این داده ها ممکن است به افزایش نیمه عمر سرمی این انواع پایه در مقایسه با همتایان اسیدی ترِ آنها کمک کند. الگوهای مختلف گلیکوفرم، قطع لیزین ترمینال-C و تشکیل پیروگلوتاماتِ   N- ترمینال، به عنوان منابع اصلی ساختاری برای الگوی ایزوفرمِ مشاهده شده، شناسایی شدند. تفاوت های بالقوه در استحکام ساختاری بین تقسیمات نوع بار منفرد با استفاده از کالریمتری اسکن دیفرانسیل نانو، نتوانسته است آشکار سازی شود. داده های آزمایشگاهی (in-vitro) ما نشان می دهد که ارتباط بین میکروتروژنیکی و فعالیت بیولوژیکی درمان های آنتی بادی نوترکیب، نسبت به درمان های پذیرش شده ی مرسوم، ارزش توجه بیشتری دارند.

مقدمه
دلایل دقیق برای اینکه چرا بعضی از آنتی بادی ها توانایی بیشتری نسبت به دیگر آنتی بادی ها نشان می دهند، هنوز مشخص نیست. با توجه به فقدان اطلاعات جامع درباره اثراتِ ویژگی های محصول در یک سطح سلولی، نیاز بیشتری برای نظارت بر فرآیند تولید محصولات درمانی آنتی بادی برای اخذ اطمینان از کیفیت پایدار محصول وجود دارد. 
درک فزاینده ای از اصول ساختاری و مولکولی اثربخشی درمان های آنتی بادی، مورد توجه جوامع مهندسی علمی، پزشکی و فرآیند زیستی است، و روش های جدیدی برای تولید محصولات با قابلت های بیشتر درمانی به همراه خواهد داشت. اطلاعات مربوطه را می توان از طریق تجزیه و تحلیل انواع آنتی بادی ها به دست آورد که می تواند تفاوت های بسیار زیادی را در قابلیت و همچنین عوارض جانبی بالقوه ناشی از تغییرات ساختاری کوچک نشان دهد. 4,5
با توجه به اندازه بزرگ مولکولِ IgG (kDa 150 ) و پیچیدگی ساختار آن، که شامل 4 زیر واحد است که از طریق پیوند های دی سولفید متصل شده اند، جای تعجب نیست که آنتی بادی های منوکلونال حاوی چندین سایت است که تغییرات پروتئینی می تواند رخ دهد. چنین تغییراتی می تواند یا در خلال فرآیند تولید سرچشمه بگیرد یا به علت واکنش های شیمیایی در حین ذخیره سازی محصول ایجاد شود.6 بنابراین فرمولاسیون آنتی بادی های مونوکلونال درمانی تنها به یک گونه مشخص شده از مولکول ها منجر نمی شوند،  بلکه منجر به انواع زیادی از به اصطلاح ایزوفرم ها یا انواع پروتئین ها که ممکن است در ساختار متفاوت باشند، خصوصیات بیوفیزیکی مانند نقطه ایزوالکتریک (pI) ثبات طولانی مدت، فعالیت بیولوژیکی، می شوند. الگوی میکروتروژنیت ایجاد شده توسط این انواع دارای اهمیت تعیین کننده ای برای کیفیت محصول پایدار آنتی بادی های مونوکلونال محسوب می شود و از این رو تغییرات باید در طول توسعه و تولید از نزدیک تحت نظارت باشند. 5،7 
یکی از رایج ترین و احتمالا بهترین مطالعه صورت گرفته بر روی نوع تغییر پروتئین در مولکول های آنتی بادی، گلیکوزیلاسیون[footnoteRef:1] است. پس ماند بسیار حفاظت شده ی ASN 297 که در دامنه CH2 هر زنجیره سنگین موجود است، 2 پتاسیم N-گلیکوزیلاسیون بالقوه در هر مولکول آنتی بادی ارائه می دهد که منجر به طیف گسترده ای از الگوهای گلیکوزیلاسیون می شود. بخش های گلیکان که عمدتا در این سایت در  IgG انسان یافت می شوند، دو نوع کمپلکس دو-آنتنی هستند که در ساختارهای مختلف از N-استیل‌گلوکزامین (GlcNAc) تا گالاکتوز (Gal) و مولکول های N-استیل نورامینیک اسید خاتمه پیدا می کنند8,9 علاوه بر این، دیگر سایت های O- و N-گلیکوزیلاسیون می توانند بر روی مولکول آنتیبادی حضور داشته باشند، و بیشتر باعث افزایش تنوع الگوهای گلیکوزیلاسیون IgG شوند 10,11 حضور گلیکان های باردار حاوی اسید سیالیک ممکن است یکی از مهمترین دلایل وقوع انواع مختلف بار در IgG باشد.  [1:  glycosylation] 

سایر تغییرات پروتئینی که منجر به تغییرات در خصوصیات بار می شوند، پردازش لیزین C است، که منجر به از دست دادن یک واحد بار مثبت می شود، آمیدزداییِ آسپاراژین و گلوتامین، که یگ واحد بار منفی اضافی وارد می کند، ايزومرى کردن آسپارتیت به ایزو اسپارتات، که کمی اسیدی تر است، و سیکلوزیسیون اسید گلوتامیک به پری گلوتامات، که منجر به از دست دادن آمین اولیه باردار مثبت می شود .6 
علاوه بر این، تغییرات پروتئینی ممکنی وجود دارند که به طور رسمی نباید موجب تغییر بار خالص مولکول شود، از جمله اکسیداسیون متیونین 12 و ساختار پیوند دیسولفیدی متغیر 13، هرچند که آنها ممکن است بر ویژگی های دیگر تأثیر بگذارند. راسمیک شدن L- آسپارتیک اسید و L-ایزواسپارتیک اسید 14 یکی دیگر از تغییرات ممکن است که نباید تغیری از PI پروتئین را وارد کند، بلکه می تواند منجر به تغییرات پیکربندی شود. 
اخیراً یک روش مبتنی بر کروماتوگرافی تبادل کاتیونی همراه با شویش گرادیان pH گزارش شده است، که جداسازی در مقیاس بزرگ انواع IgG نشان دهنده ویژگی های مختلف سطح بار را امکان پذیر می کند .15,16 این روش در حال حاضر برای دسته های (بچ های) مختلف تولیدی ch14.18، یک mAb درمانی علیه نوروبلاستوما بکار برده شده است، که به تازگی، به منظور به دست آوردن بینش نزدیک تر به ریشه ها و اثرات بیولوژیکی انواع مختلف بار موجود در یک آنتیبادی مونوکلونال GMP مورد استفاده در محیط های بالینی، مطالعات کلینیکی فاز 3 تمام شده است. 
 ما توانستیم اطلاعات جدیدی در مورد عدم تجانس بار بدست آوریم زیرا توانستیم انواع مربوط بار را بر حسب مقادیر mg، به طور تقریباً دقیق از یکدیگر جداسازی کنیم، که این امر به ما اجازه داد که آنها را در آزمایش های بیولوژیک بیشتر مشخص کنیم. برای این منظور، انواع آنتی بادی جدا سازی شده توسط تمرکز ایزوالکتریک، آزمایش های پیوند مبتنی بر –(SPR) مرجع پلاسما به GD2، FcϒRIIIa، و FcRn و آزمایش های سلولی برای تعیین مسمومیت با واسطه سلول و وابسته به آنتی بادی (ADCC) و سمیت سلولی وابسته به مکمل (CDC)، تجزیه و تحلیل شدند. 
تمرکز ایزوالکتریک یک روش استاندارد برای مشاهده انواع بار آنتی بادی است و بنابراین برای ارزیابی نتایج آزمایش های کروماتوگرافی استفاده شد. SPR یک پلتفرم معتبر برای نظارت زمان واقعی و بدون لیبلِ برهم کنش ها بین بیومولکول ها در شرایط آزمایشگاهی (in vitro) است 17 و از این رو به عنوان یک روش مناسب برای تعیین استحکام برهم کنش ها بین انواع بار آنتی بادی های جداسازی شده برای GD2 و گیرنده های Fc، انتخاب شد. دیسی الوگانگلیوساید [footnoteRef:2]GD2، هدف مولکولی mAb مورد استفاده برای این مطالعه است که یک مولکول سطحی است، و معمولاً در بسیاری از انواع تومورها شامل نوروبلاستوما، ملانوم و سارکوم های مختلف بیان می شود .18 اختصاصی بودنِ يکي از ويژگي هاي اصلی اثرات تعيين کننده مولکول است و از اين رو در ارزيابي تفاوت ها بين انواع مختلف بارها اهميت زيادي دارد.  [2:  disialoganglioside GD2] 

FcϒRIIIa و FcRn که هر دو گیرنده های سطح سلولی هستند و دامنه Fc برای IgG را به هم متصل می کنند، در تنظیم دو مُد اصلی بیولوژیک عمل ویژه برای آنتی بادی ها دخیل هستند .19 
FcϒRIIIa (CD16) در سلول های کُشنده طبیعی و ماکروفاژها وجود دارد. 20 پیوند IgG به مولکول گیرنده مسئول ADCC21 واسطه و فاگوسیتوز سلول های توموری توسط ماکروفاژها است. 22 FcRn بر روی مونوسیت ها و سلول های اندوتلیال بیان می شود. پیوند FcRn به IgG PH وابسته است و نیمه عمر طولانی سرمِ IgG را به واسطه بازیافت آنتی بادی-رسپتور-کمپلکس از اندوسوم های اولیه تنظیم می کند که از تخریب جلوگیری می کند. 23
برای تکمیل داده های به دست آمده در این آزمایشات in-vitro، انواع آنتی بادی های جدا شده نیز برای عملکردشان در آزمایش های سلولی برای ADCC و CDC مورد آزمایش قرار گرفتند.
هنگامی که یک آنتی بادی به آنتی ژن GD2 در یک سلول هدف متصل می شود، دامنه Fc با لیگاندهای متناظرِ آن (FcϒRIIIa) بر روی لکوسیت ها و نیز با پروتئین های خونی محلول (C1q، C4 و C3) از مسیر فعال سازی مکمل وابسته به آنتی بادی، برهم کنش می کند. برهم کنش با لیکوسیت ها ، ADCC را آغاز می کند، که فرآیندی است که در آن سلول های هدف توسط پرفورین های لکوسیتی که منافذ را در غشاء تشکیل می دهند، که از طریق آنها سیتوپلاسم به خارج سلول نشت می کند، تجزیه سلولی می شوند. گرانزیم ها باعث مرگ سلولی برنامه ریزی شده در سلول هدف می شوند. برهم کنش با C1q موجب ایجاد CDC توسط تشکیل یک کمپلکس حمله غشایی می شود که دو لایه فسفولیپید که منجر به تجزیه سلول هدف شود، را منقطع می کند. 24 برای هر دو نوع عملکرد اثر کننده (محرک)، میزانِ کُشندگیِ سلول هدف می تواند با نشاندارسازی با یک ردیاب رادیواکتیو تعیین شود، که از سلول ها زمانی که تجزیه می شوند آزاد می شود. ردیاب، در مورد ما 51Cr، می تواند پس از اینکه واکنش ایمنی اتفاق افتاده است، شناور بر روی سطح سلول، آشکارسازی شود. انتشار خودبخودی از سلول های هدف نشاندار شده، و همچنین انتشار ماکزیمم توسط کافته شدنِ (تجزیه) کلی سلول، با یک سورفاکتانت می تواند از طريق نمونه های کنترل انجام شود. کافته شدنِ (تجزیه) سول توسط یک نمونه آزمایشی می تواند به صورت یک مقدار درصدی در مقایسه با کافته شدنِ ماکزیمم محاسبه شود .25 
در نهایت، ما برای اساس ساختاری انواعی که جداسازی کرده بودیم بینش بدست آوردیم و با تجزیه و تحلیل انواع در یک سری از آزمایشات مبتنی بر MS و با مورد هدف قرار دادن الگوی گلیکوزیلاسیون با آنالیز و تغییرات گلیکان در اسید های آمینه منفرد توسط نگاشت پپتید، یک ارتباط ساختاری- عملکردی تشکیل دادیم. علاوه بر این، نمونه ها با استفاده از کالریمتری اسکن دیفرانسیل نانو (نانو DSC) برای آشکارسازی هر گونه تفاوت ممکن در استحکام حرارتی قسمت های واریانت جداسازی شده، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. برای IgG، یک آزمایش نانو DSC به طور معمول منجر به 2 پیک و نقاط درجه حرارت ذوب متناظر (Tm) می شود، که اولینِ آنها با باز شدن دامنه CH2 و قسمت آنتی ژن پیوند (Fab) همراه است. دومین آنها نشان دهنده باز شدن دامنه CH3 است. 26
به اعتقاد ما، این اولین مطالعه است که با دامنه وسیع به بررسی تأثیر الگوی میکروتروژنیت یک آنتی بادی منوکلونال بر ویژگی های کیفی مهم گوناگون، از جمله تمایل، کارآیی و پایداری هدف، می پردازد. با استفاده از این مجموعه داده های کامل، ما توانستیم نتیجه گیری هایی درباره رابطه ی اثر بخشی و عملکرد کلی آنتی بادی خود با الگوی میکروتروژنیت مشاهده شده، بدست آوریم. داده های ما نشان می دهد که تغییرات آنتی بادی می تواند تاثیر قابل توجهی بر رفتار in vitro یک محصول درمانی داشته باشد. اگر ارتباط مشاهده شده بتواند برای سایر محصولات mAb تایید شود، این نتایج ممکن است به آنتی بادی آینده و طراحی فرایند کمک کند.
نتایج
جداسازی کروماتوگرافی، تایید هویت و کنترل کیفیت مواد اولیه
روش قبلاً معرفی و تایید شده توسط Lingg و همکارانش 15,16، برای جداسازی تحلیلی واریانت های بار آنتی بادی با استفاده از گرادیان های pH بسیار خطی، برای مقیاس تهیه، مقیاس بندی شد و برای 3 بسته (بچ) مختلف تولید ch14.18 یک آنتی بادی مونوکلونال مورد نظر برای ایمونوتراپی سرطان بکار برده شد 27 ("نیوتن"، "داروین"، "کوری")، که در مراحل مختلف تولید محصول تولید شده بودند. بَچ "نیوتن" شامل قدیمی ترین مواد تولید شده در سال 2004 است، بچ "داروین" نتیجه یک اجرای مهندسی در سال 2011 پس از معرفی تغییرات جزئی در فرآیند پایین دست بود، و بچ "کوری" در سال 2013 پس از اینکه فرآیند تولید به یک تولید کننده قرارداد جدید منتقل شد، تولید شد. 
کروماتوگرام ها، و همچنین مقایسه ای از الگوی تمرکز ایزوالکتریک بچ های "نیوتن"، "داروین"، "کوری" (شکل 1-4)، توزیع های ایزوفرم بسیار مشابهی را نشان می دهند. هر سه نمونه حاوی یک پیک اصلی یا باند ژل است، که توسط تعداد قابل توجهی از واریانت های اسیدی و مقدار کمی از واریانت های بازی در کنار واقع شده اند. این یک توزیع ایزوفرم معمولی برای نمونه های IgG است، با توجه به اینکه ممکن است بسیاری از انواع مختلف تغییرات پروتئینی ممکن باشد، که منجر به یک شیفت مقدار PI به هر دو طرف پیک اصلی برای تعداد معینی از مولکول ها می شود 28.  یک تفاوت به وضوح قابل توجه می تواند برای بچِ "نیوتن" مشاهده شود، که به نظر می رسد شامل کمتر از بحش اصلی و مقادیر بیشتر از واریانت های اسیدی و بازی (شکل 1) است. "نیوتن" قدیمی ترین در میان بچ های مورد بررسی است و در یک بافر فرمولاسیون دیگر ذخیره شد که می تواند تعداد بیشتری واریانت ها را توضیح دهد. فاکتورهای محیطی و شرایط ذخیره سازی مانند دما و سیستم بافر مورد استفاده، می تواند بر روی الگوی میکروتروژنیت یک محلول پروتئین تاثیر بسزایی داشته باشد 6 و واریانت های مختلف  ممکن است در نگهداری طولانی مدت نمونه های مختلف در نمونه انباشته شوند. یکی دیگر از توضیحات احتمالی این است که بچ "داروین" و "کوری" به دلیل تغییرات در فرایند پایین دست، حاوی واریانت های کمتر هستند.  
علی رغم تفاوت های بچ "نیوتن" در مقایسه با بچ های دیگر، این امکان وجود داشت که ماده ای را که از ستون شسته شده بود  به شکل مشابهی برای هر سه بچ، تجزیه و تفکیک نمود. کروماتوگرام هایی که برای بچ های "نیوتن"، "داروین" و "کوری" به دست آمد، شکل کیفی قابل مقایسه ای نشان دادند، در حالی که تفاوت های کمی در فراوانی واریانت ها وجود داشت (شکل 1-3). پنج بخش اسیدی (A1-A5)، یک بخش پیک اصلی (M)، و دو بخش بازی (B1, B2) برای هر یک از آنتی بادی های مورد بررسی شناسایی و جمع آوری شدند. تمرکز ایزوالکتریک (شکل 4) نشان داد که تمام این بخش ها هنوز هم شامل مخلوطی از واریانت های مختلف هستند که مربوط به چندین باند قابل مشاهده در ژل است.
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شکل 1. کروماتوگرام تدارکاتی بچ "نیوتن". رد آبی نشان دهنده جذب UV است. A1-A5، M، B1-B2 به ترتیب مجموعه ای از واریانت های اسیدی، اصلی و بازی است. مرزهای تقسیم بندی توسط خطوط فیروزه ای نشان داده شده است. رد خاکستری pH را نشان می دهد.
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شکل 2. کروماتوگرام تدارکاتی بچ "داروین". رد زرد نشان دهنده جذب UV است. A1-A5، M، B1-B2 به ترتیب مجموعه ای از واریانت های اسیدی، اصلی و بازی است. مرزهای تقسیم بندی توسط خطوط فیروزه ای نشان داده شده است. رد خاکستری pH را نشان می دهد.

با این وجود، غنی سازی واریانت های بازی و اسیدی خاص و بدست آوردن پیک اصلی تقریباً خالص، ممکن بود. بخصوص بخش های در هر دو منتها درجه طیف pH حاوی مقدار بسیار بیشتری از ایزوفرم ها مربوط به باندهایی بود که به سختی در مواد اولیه قابل مشاهده بودند. این غنی سازی بالای واریانت های خاص، فرصتی برای جمع آوری مواد کافی برای تحقیق گسترده با استفاده از روش هایی با تقاضای بالا نمونه مانند تجزیه و تحلیل گلیکان یا نقشه برداری پپتید فراهم می کند.
برای از بین بردن احتمال اینکه این ایزوفرم های اضافی در طول روش جداسازی ایجاد شدند، یک آزمایش مقیاس مقدماتی اضافی انجام شد که در آن بخش ها پس از تقسیم بندی به هم متصل شدند، متمرکز شدند و برای الگوی میکروتروژنیت خود از طریق تمرکز ایزوالکتریک، تجزیه و تحلیل شدند (IEF؛ PC نمونه کنترل مثبت در شکل 4). در مقایسه با مواد اولیه، هیچ گونه تفاوت در پروفایل IEF این نمونه کنترل مشاهده نشد، که نشان می دهد که کروماتوگرافی تبادل یونی (IEX) برای آشکارسازی و جداسازی واریانت های بار آنتی بادی بدون تاثیر بر مشخصات اصلی ایزوفرم مناسب است.
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شکل 3. کروماتوگرام تدارکاتی بچ "کوری". رد قرمز UV را نشان می دهد.  A1-A5، M، B1-B2 به ترتیب مجموعه ای از واریانت های اسیدی، اصلی و بازی است. مرزهای تقسیم بندی توسط خطوط فیروزه ای نشان داده شده است. رد خاکستری pH را نشان می دهد.
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شکل 4. تمرکز ایزوالکتریک واریانت های بار بچ های "نیوتن"، "داروین"، و "کوری"، نمونه های کنترل مثبت (PC) و مواد اولیه (SM). به دلیل دسترسی محدود به مواد اولیه، برای بچ "کوری"، هیچ اجرای کنترل مثبتی انجام نشد. ایزوفرم های اسیدی تر در بخش های اولیه شویش غنی می شوند، موارد اساسی تر، در مقادیر بالاتر در بخش های شویش بعدی حضور دارند. هیچ تفاوتی بین مواد اولیه و نمونه های کنترل مثبت قابل آشکارسازی نیست.

کروماتوگرافی مقیاس تحلیلی برای ارزیابی تفاوت های کمّی در میکروتروژنیتی بخش جدا سازی شده، انجام شد. شکل 5 یک پوشش از کروماتوگرام های تحلیلی بخش های "نیوتن" را در مقایسه با مواد اولیه نشان می دهد. بار دیگر، غنی سازی واضح از پیک های منفرد می تواند تایید شود.
برای بچِ "نیوتن"، ما به اندازه کافی از فراکسیون (بخش) B2 جمع آوری کردیم که می توان با استفاده از یک گرادیان pH سطحی تر برای دستیابی جداسازی بهتر ایزوفرم، آن را به عنوان یک ماده اولیه برای یک مرحله جداسازی تصفیه بیشتر مورد استفاده قرار داد. بر اساس این روش، فراکسیون های B21-B25 به دست آمدند (شکل 6). این مرحله جداسازی دوم با بچ های دیگر نمی تواند انجام شود زیرا بخش B2 حاوی مواد کافی نیست.
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شکل 5. پوششی از کروماتوگرام های تحلیلی واریانت های بار بچ "نیوتن". A1-A5، M، B1-B2 به ترتیب مجموعه ای از واریانت های اسیدی، اصلی و بازی است. ردی آبی نقطه نقطه ای، مواد اصلی است. ردخاکستری درصد بافر B را نشان می دهد.
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شکل 6. جداسازیِ نیمه-تدارکاتی استخر بار رادیانت "نیوتن" B2. رد نشان دهنده جذب UV است، B21-B25 مجموعه ای از رادیانت های B2 را نشان می دهد. مرزهای تقسیم بندی توسط خطوط فیروزه ای نشان داده شده است. رد خاکستری pH را نشان می دهد.

یک شویش گرادیان pH مقیاس تحلیلی از بخش های B22-B25 انجام شد (شکل 7)، که به وضوح نشان می دهد که حتی آن زیر بخش ها نیز واریانت های بار خالص نیستند. فراکسیون B21 برای انجام روش گرادیان pH تحلیلی، دارای پروتئین بسیار کمی است. با در نظر گرفتنِ فقط 3 تغییر مسئول بری واریانت های بار، یعنی، sialylation (4-0 اسید سیالیک در هر mAb)، تشکیل پیروگلوتامیک (4-0 تحت تأثیر N-ترمینال در هر mAb و قطع لیزین (0-2 تحت تاثیر C-ترمینال در هر mAb) تعداد واریانت های بار ممکن (213) در حال حاضر بالای هزاران عدد است. حتی اگر تنها یک بخش از آن واریانت های ممکن از لحاظ تئوری، در واقع در یک نمونه وجود داشته باشد، جای تعجب نیست که به رغم تکنیک های جداسازی با رزولوشن بالا، هیچ فراکسیون ایزوفرم خالص مشاهده نمی شود.
برای اطمینان از اینکه ماده اولیه عاری از ترکیبات پروتئین هستند، که می تواند نتایج را در آزمایش های بعدی انجام شده مانند ADCC به مخاطره بیاندازد، کروماتوگرافی بدون-اندازه همراه با آشکارسازی پراکندگی نور چند زاویه ای (SEC-MALS) برای تمام 3 بچ انجام شد (شکل. 8). 
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شکل 7. پوششی از کروماتوگرام های تحلیلی  واریانت های بار اساسی "نیوتن". رد قرمز قطعه قطعه، بخش B1 است. رد آبی نقطه نقطه ای، B2 است. B22-B25 واریانت های جداسازی شده بیشتری از B2 هستند. رد خاکستری درصد بافر B را نشان می دهد. مواد ناکافیِ B21، تجزیه و تحلیل آن را غیر ممکن ساخت.


نه بچ "داروین" و نه بچ "کوری" حاوی مقادیر قابل اندازه گیری از ترکیبات یا فراکسیون ها نیستند. از سوی دیگر، برای بچ "نیوتن"، 3 پیک مختلف آشکارسازی شد. بزرگترین آنها مربوط به مونومر است، 95٪ از نمونه را تشکیل می دهد، یک پیک مجموع شویش اولیه حدود 1.5% بود و پیک بخش شویش بعدی، 3.5٪ از کل مواد نمونه را تشکیل داده بود. با توجه به این واقعیت که "نیوتن" قدیمی ترین در میان 3 بچ است، و در حال حاضر به دور از خصوصیات مناسب برای استفاده در کلینیک است، وجود مقدار مشخصی از تجمع و تکه تکه گی در این نمونه تعجب آور نیست. سطوح آشکارسازی شده هنوز در محدوده قابل قبول قرار دارند و بنابراین نباید تاثیر تعیین کننده ای روی آزمایش های بیولوژیکی داشته باشند. به طور معمول، میزان تجمع کمتر از 2٪ دلیلی برای نگرانی در نظر گرفته نمی شود.5
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شکل 8. کرو ماتوگرام بدون اندازه از مواد اولیه بچ های "نیوتن"، "داروین" و "کوری". مقدار قابل توجهی از ناخالصی های با وزن مولکولی کم و زیاد در مواد اولیه "نیوتن" وجود دارد. هیچ ناخالصی با وزن مولکولی کم و زیاد در مواد اولیه "داروین" و "کوری" آشکارسازی نشد، اما یک پیک بیشتر در 25 دقیقه وجود داشت که احتمالا از هیستیدین از بافر نمونه بوجود می آید.


تأثیر واریانت های بار بر پیوندهای آنتی ژنی و عملکردهای اثر کننده (محرک)
آزمایشات آزمایشگاهی (In vitro) و سلولی  برای ارزیابی اثربخشی بیولوژیکی بخش های واریانت بار منفرد، انجام شدند. به دلیل نیاز برای نمونه بالا  برای برخی از این روش ها، تمام تجزیه و تحلیل ها را نمی توان برای تمام بخش ها انجام داد. 
تجزیه و تحلیل SPR برای پیوند به GD2 (شکل 9) افزایش قابل توجهی در استحکام پیوند هدف از اسید به بخش پیک اصلی و واریانت های بار پایه بیشتری برای همه mAb های مورد بررسی نشان داد. 
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شکل 9. داده های پیوند GD2 رزونانس سطح پلاسما برای مواد مرجع و واریانت های بار بچ های "نیوتن" (آبی)، "داروین" (زرد) و "کوری" (قرمز). بخش های پایه و اصلیِ M،  B1، و B2 نشان دهنده Kd پایین تر و بنابراین تمایل پیوند بالاتر به آنتی ژن نسبت به واریانت های اسیدی است. 


یک روند مشابه، هر چند کمتر بیان شده، می تواند برای بررسی پیوند mAbs به سمت گیرنده های Fc مشاهده شود، با پیک اصلی و واریانت های پایه که نشان می دهد عملکرد آن نسبت به واریانت های اسیدی بهتر است (شکل 10 و 11). در آزمایش FcϒRIIIa، تنها بخشی که استحکام پیوند به طور قابل توجهی بالاتری نسبت به مرجع در تمام 3 بچ مورد مطالعه نشان داد، B2 بود. برای این بخش، Kd به طور قابل توجهی پایین، و بنابراین افزایش پیوند به گیرنده FcϒRIIIa مشاهده شد، که این اثر در بچ "نیوتن" بیشتر از دو بچ دیگر بیان شد. تمایل بالاتر برای FcϒRIIIa نشان دهنده افزایش پاسخ ADCC است و بنابراین یک اثربخشی بالاتر برای واریانت های متناظر پیش بینی می کند. در آزمایش FcRn، بخش های پایه نسبت به بخش های اسیدی تر، مجدداً استحکام برهم کنش نسبتا بیشتری را به سمت به گیرنده نشان می دادند.
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شکل 10. داده های پیوند FcϒRIIIa رزونانس سطح پلاسما برای دسته های "نیوتن" (آبی)، "داروین" (زرد) و "کوری" (قرمز). فراکسيون هاي B2 و B22 از بچ "نيوتن"، Kd به طور قابل ملاحظه کم و در نتيجه تمایل پیوند بالا به سمت گيرنده FcϒRIIIa نشان مي دهد.
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شکل 11. داده های پیوند FcRn رزونانس سطح پلاسما برای دسته های "نیوتن" (آبی)، "داروین" (زرد) و "کوری" (قرمز). بخش های پایه M، B1 و B2 یک Kd پایین تر و بنابراین تمایل پیوند بلاتری به سمت گیرنده FcRn نسبت به واریانت های اسیدی تر نشان می دهند.


این امر می تواند اولین نشانه از نیمه عمر طولانی سرم این بخش ها باشد. با این وجود، مشخص نیست که آیا تفاوت مشاهده شده در استحکام پیوند، به اندازه کافی بزرگ است تا تأثیر قابل توجهی در فرآیند in-vivo داشته باشد. برای تایید هر گونه از چنین همبستگی هایی، آزمایشات فارماکوکینتیک باید با مواد جدا سازی شده انجام شود که فراتر از دامنه این مطالعه است.
روند کلی افزایش اثربخشی  واریانت های اصلی و پایه در مقایسه با نمونه های اسیدی با آزمون های بیولوژیکی ADCC و CDC (شکل 12 و 13) تایید شد. پیک اصلی و واریانت پایه B1 عملکرد بسیار بهتری در هر دو آزمون ADCC و CDC نشان دادند. پیوندِ منحصراً قویِ B2 به سمت FcϒRIIIa در آزمون ADCC، خود را به عنوان اکتیویته بالاتر آشکار نمی کند. با توجه به این که هر نوع آزمایش سلولی همیشه از اندازه گیری برهم کنش پروتئین- پروتئین ساده پیچیده تر است،  اما خیلی بیشتر شبیه به اثر مورد انتظار در شرایط in vivo  نیز است، ما نشان دادیم که ویژگی ساده ی واریانت های آنتی بادی از طریق پیوند رسپتور، برای برآورد اثربخشی ایزوفرم ها در شرایط in vivo کافی نیست. اکتیویته ADCC یک آنتی بادی تنها با تمایلِ آن به رسپتور FcϒRIIIa تعریف نمی شود، بلکه توسط بسیاری از عوامل دیگر، مانند تغییرات ساختاری می شود. 
[image: ]
شکل 12. آزمون ADCC برای بچ "نیوتن" (آبی)، "داروین" (زرد) و "کوری" (قرمز). برای M اصلی و بخش B1 پایه، یک غلظت آنتی بادی پایین تر برای دستیابی به 50٪ کافتگی سلول ضروری است.
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شکل 13. آزمون CDC برای دسته "نیوتن" (آبی) و "داروین" (زرد). برای M اصلی و بخش B1 پایه، یک غلظت آنتی بادی پایین تر برای دستیابی به 50٪ کافتگی سلول ضروری است.

رابطه عملکرد و خواص بیوشیمیایی و بیوفیزیکی
با یک سری دقیق از داده ها در مورد تاثیر میکروتروژنیتی بر عملکرد آنتی ژن و عملکرد اثر کننده (محرک) موجود، ما عوامل ساختاری احتمالی اثرات مشاهده شده و تاثیر آنها بر تمامیت ساختاری و پایداری محصول را مورد بررسی قرار دادیم. آنالیز گلیکان و نقشه برداری پپتید برای بررسی موضوع اول انجام شد. به عنوان یک شاخص برای پایداری ساختاری کلی، باز شدگیِ حرارتی از طریق NanoDSC اندازه گیری شد. با توجه به گلیکوزیلاسیون، 4 گروه از ساختارها قبلا گزارش داده اند که تأثیر قابل توجهی بر اثربخشی mAb  و عملکرد در آزمایشات مبتنی بر سلول دارند: ساختارهای سیالیل شده[footnoteRef:3]، ساختارهای کمپلکس غیرفوکوسیل شده، ساختارهای نوع مانوز بالا، و ساختارهای کمپلکس غیر گالاکتوزیل شده.8 تجزیه و تحلیل گلیکان به منظور بررسی دقیق این 4 گروه انجام شد. اولین گروه از ساختارهای سیالیل شده، یک قسمت مساوی قندی باردار هستند، و حضور اسید سیالیک روی pI مولکول آنتی بادی منوکلونال اثر می گذارد. علاوه بر این در متون علمی بیان شده است که آنتی بادی های مونوکلونال حاوی مقادیر بالایی از این ته نشین هستند که عملکرد کاهش یافته در آزمون های ADCC را نشان می دهد. 8 ساختارهای غیر فوکوسیل شده نوع کمپلکس مورد بررسی قرار گرفتند زیرا آنها دارای تمایل بالاتری به سمت رسپتورFcϒRIIIa  هستند. 8,10,2 از سوی دیگر انتظار میرود که ساختارهای گلیکان نوع مانوز بالا کاهش CDC  30 را نشان دهند، و از این رو برای عملکرد آنتی بادی ها مورد توجه هستند. در این مطالعه توضیح داده شده است که گروه چهارم از ساختارهای هدف گلیکان، مولکول های کمپلکس غیر گالاکتوزیل شده، تمایل یک مولکول آنتی بادی به سمت C1q، جزء اولیه آبشار مکمل، را تغییر می دهند، و بنابراین می توان انتظار داشت که در آزمایشات CDC بر عملکرد تأثیر بگذارد. این که آیا این تغییر تمایل به شیوه ای مثبت یا منفی رخ می دهد در این نقطه هنوز مشخص نیست، همانطور که هر دو در ادبیات گزارش شده اند. 8,31,32 [3:  sialylated structures] 
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شکل 14. گلیکان های (A) مانوز بالا، و (B) سیالیل شده یافت شده در واریانت های بار بچ های  "نیوتن" (آبی)، "داروین" (زرد) و "کوری" (قرمز). گلیکان های مانوز بالا در مقادیر بالاتر تنها در بخش B2 از بچ "نیوتن" حضور دارند. گلیکان های سیالیل شده در بخش های اسیدی شویش اولیه همه بچ ها، غنی سازی می شوند. 

داده های گلیکان ما (شکل 14) مقدار بسیار بیشتری از ساختارهای گلیکان سیالیل شده را در بخش های واریانت بار اسیدی در مقایسه با اصلی و پایه نشان می دهد (شکل 14B)، که نشان می دهد که اسید سیالیک در واقع حداقل یکی از تغییرات مسئول برای الگوی مشاهده میکروتروژنیت است. علاوه بر این، پروفایل سیالیل شدگی بدست آمده از بخش های ایزوفرم انفرادی نیز با داده های ADCC همخوانی دارد. اگرچه سیالیل شدگی ممکن است تنها عامل سهیم نباشد، ما نشان دادیم که حداقل برای آنتی بادی های ما یک رابطه قوی بین اثر آنتی بادی در شرایط in-vitro و محتوای سیالیل شدگی وجود دارد. با توجه به گلیکان های غیر فوکوسیل شده نوع کمپلکس، تنها یک بخش، حاوی مقدار قابل توجهی از N-گلیکان غیر فوکوسیل شده نسبت به دیگران (شکل های 14A و 15) است. این بخش، B2 از بچ "نیوتن" بود که پیوند قوی تری به گیرنده FcϒRIIIa نیز دارد. این امر، آنچه که از ادبیات موجود انتظار می رود را تأیید می کند. همین همبستگی را می توان برای بچ "کوری" مشاهده کرد، اگر چه به میزان کم، زیرا این دسته B2 حاوی مقادیر کمی از گلیکان غیر فوکوسیل شده نسبت به B1 است.
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شکل 15. گلیکان های کمپلکس غیر فوکوسیل شده (A) و غیر گالاکتوزیل شده (B) در واریانت های بار بچ های "نیوتن" (آبی)، "داروین" (زرد) و "کوری" (قرمز). تنها بخش B2 از بچ "نیوتن" حاوی مقادیر قابل توجهی از گلیکان های کمپلکس غیر فوکوسیل شده نسبت به بخش های دیگر آن بچ است. در مورد گلیکان های غیر گالاکتوزیل شده، هیچ تفاوت مشخصی بین بخش ها نمی توان مشاهده کرد.
برای ساختارهای نوع مانوز بالا، وضعیت مشابه بود (شکل 14 A). مجدداً تنها کسری که برای آن یک مقدار تفاوت زیاد می توانست اندازه گیری شود، B2 از بچ "نیوتن" بود. بنابراین، گلیکان نوع مانوز بالا توضیح رضایت بخشی برای رفتار مشاهده شده ی واریانت های بار ما در آزمون CDC ارائه نمی دهد. اگر چه B2 از بچ "نیوتن" در واقع نشان دهنده عملکرد نسبتا ضعیف در آزمون CDC است، روند کلی یک افزایش اکتیویته از واریانت های اسیدی به سمت M و B1 را نمی توان به این گروه از ساختارهای گلیکان نسبت داد. در مورد گلیکان های کمپلکس غیر گالاکتوزیل شده، در بخش های واریانت بار، هیچ اختلاف مشخصی مشاهده نشد (شکل 15B). بنابراین، اگر ارتباطی بین این نوع ته نشین های قندی و توانایی آنتی بادی برای استخراج پاسخ CDC موثر وجود داشته باشد، مشکوک باقی می ماند. با خلاصه کردن داده های گلیکان، روش ما به وضوح قادر به غنی سازی گلیکوفرم های سیالیل شده در بخش های شویش اولیه ، و ساختارها کمپلکس غیر فیکوسیل شده و مانوز بالا در بخش های شویش بعدی، می باشد. 
داده های نقشه پپتید  (شکل 16) با تمرکز بر 4 نوع مختلف تغییرات در اسیدهای آمینه واقع در یا نزدیک مجاورت با مناطق تعیین مکمل (CDRs)، سایت های پیوند برای C1q و گیرنده Fc یا C- و N-ترمینال  پروتئین، به دست آمد. با توجه به دی آمید سازی ته نشین های آسپاراژین، تفاوت های قابل توجهی بین بخش های واریانت بار، می توانست نشان داده شود (داده ها نشان داده نشده اند). 
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شکل 16 داده های نقشه پپتید برای بچ "شرودینگر". افزایش سطوح اکسیداسیون در رسوب M34 (آبی) در بخش B2 آشکارسازی شد. پری گلوتامات N-ترمینال عمدتا در بخش های پایه B1 و B2 وجود دارد، بخش B1 حاوی مقادیر قابل توجهی از مولکول ها است، که در آن  لیزین ترمینال C هنوز هم وجود دارد (سبز).
در فراکسیون B2، مقدار قابل توجهی برای اکسیداسیون رسوب متیونین M34 در CDR1 مشاهده شد. اکسیداسیون رسوب های متیونین و تریپتوفان به خودی خود نباید تأثیری بر ناهمگونی بار یک نمونه داشته باشد. با این وجود، این تغییرات ممکن است منجر به تغییرات ساختاری در پروتئین، آوردن رسوب های باردار دیگر به سطح مولکول و در نتیجه در دسترس ساختن آنها برای برهم کنش در کروماتوگرافی IEX شود. واکنش های اکسیداسیون روی رسوب های واقع در CDR های آنتی بادی، می تواند به خوبی منجر به یک تمایل پیوند متفاوت به سمت هدف مولکولی آن شود. برای بخش B2 ما، به نظر نمی رسد تغییر آشکارسازی شده  اثر عمیقی بر روی سطوح پیوند به GD2 داشته باشد که تنها کمی کمتر از بخش اصلی بودند. 
تشکیل پیروگلوتامات N-ترمینال منجر به تغییر مقادیر pKa گروه آمین و کربوکسی و از دست دادن بار مثبت و منفی در pHخنثی می شود. در pH پایه، تنها از دست دادن گروه کربوکسیل با بار منفی مرتبط است، زیرا N-ترمینال در pH حدود 7.7، دی-پروتئینه می شود. 33 متون علمی اشاره می کنند که این نوع تغییر تاثیر معناداری بر تمایل پیوند آنتی ژن، اثربخشی و ایمنی محصول آنتی بادی ندارد. 34 یک مقدار افزایشی این تغییرات به طور عمده در بخش B1 و به میزان کمتر در B2 یافت شد، که بیانگر توضیح رفتار مشاهده شده این فراکسیون ها در IEF و IEX بود. سطح بالای پیروگلوتامات در بخش A3 تعجب آور بود. بنابراین ما سعی کردیم این نتیجه را با مقایسه آن با داده های نقشه پپتیدی از مواد تأکید شده (استرس داده شده) از همان بچ، که برای ما نیز موجود بود، تایید کنیم. این ماده در دمای 40 درجه سانتیگراد به مدت 30 روز ذخیره شده و سپس با استفاده از روش شویش گرادیان pH جداسازی شد. واریانت اسیدی A3 در نمونه تاکید شده هیچ سطح بالایی از پیروگلوتامات را نشان نداد، که این امر نشان می دهد مقدار از نمونه A3 بدون تاکید (بدون استرس) یک نقطه دور افتاده[footnoteRef:4] است (داده ها نشان داده نشده اند). قطع لیزین در ترمینال C باعث حذف یک بار مثبت می شود. مشابه تشکیل پیروگلوتامات N-ترمینال، تاکنون هیچ اثر بیشتری بر روی ساختار و عملکرد بیولوژیکی مولکول دیده نشده است. 34 بار دیگر این تغییرات در مقادیر قابل توجهی در بخش های B1 پیدا شد و به نظر می رسد که در ویژگی های اساسی تر این بخش واریانت سهیم باشد.  [4:  outlier] 

به طور کلی، داده های نقشه پپتیدی یک بار دیگر تأیید می کنند که تشکیل قطع لیزین ترمینال C و پیروگلوتامات N-ترمینال، از اهمیت تعیین کننده برای حضور ایزوفرم های پایه در آنتی بادی های منوکلونال برخوردار است.
شگفت آور این است که به نظر می رسد روش شویش گردایان pH ما نیز یک تأثیر جداسازی بر روی مولکول هایی دارد که سطوح اکسیداسیون بالا در رسوب M34 دارند، زیرا سولفوکسید متیونین یک زنجیره جانبی بار ندارد. احتمال دارد که اکسیداسیون متیونین سطح پروتئین اطراف را به اندازه کافی برای تأثیر گذاشتن بر پیوند به یک فاز ایستای تبادل کاتیون، تغییر دهد.
عدم جداسازی mAbs با آسپاراژین دیامید شده نیز غیر منتظره بود، زیرا زنجیره های جانبی آسپارتات یا ایزواسپارات باید بر رفتار پیوند تاثیر بگذارد. این امر ناشی از این واقعیت باشد که ما تنها رسوب های واقع در مناطق مولکول دخیل در گیرنده های Fc، آنتی ژن و C1q را در نظر گرفتیم. هنوز هم ممکن است که سطوح کلی دی آمید شدن در مولکلول تأثیر تعیین کننده ای بر الگوی میکروتروژنیت مشاهده شده داشته باشند. 
به راحتی، ثبات حرارتی قابل اندازه گیری اغلب به عنوان یک شاخص برای یکپارچگی کلی ساختاری و پایداری طولانی مدت پروتئین ها استفاده می شود. در مورد مولکولهای IgG یک آزمایش بازشدگی حرارتی که به طور معمول منجر به 2 یا 3 پیک و دمای ذوب متناظر آنها (Tm) می شود، با باز شدن دامنه CH2، Fab و دامنه CH3 همراه است. در بسیاری از موارد، از جمله مورد ما، 2 پیک اول به عنوان 2 سیگنال منفرد قابل تشخیص نیست، اما با یک شانه جزئی به یک پیک بزرگتر ادغام می شود. اولین انتقال حرارتی معمولا به عنوان یک شماره مرجع برای تعیین ثبات در نظر گرفته می شود، زیرا در دمای پایین تر از یک برای دامنه CH3 اتفاق می افتد. در مورد فراکسیون های واریانت های ما، بین واریانت های بار جداسازی شده تفاوت کمی وجود دارد (شکل 17). اگر هر چیزی، پیک اصلی و بخش های همسایه آن، یک Tm1 کمی بالاتر نسبت به دیگر واریانت ها نشان می دهند، نشان دهنده این است که ثباتِ اندکی بهتر از دامنه CH2 و Fab در این بخش ها وجود دارد.

بحث
با شویش گرادیان pH در کروماتوگرافی تبادل یونی، ما توانستیم گلیکوفرم های سیالیل شده ای از آنتی بادی را در شویش اولیه، فراکسیون های اسیدی، و گلیکوفرم های غیر فوکوسیل شده کمپلکس و نوع مانوز بالا در شویش بعدی، فراکسیون های پایه، غنی سازی کنیم. بنابراین مطالعه ما می تواند یکی از اولین تلاش های موفق در جداسازی کروماتوگرافی گلیکوفرم های آنتی بادی باشد. این تکنیک به مراتب تحقیقات در زمینه زیست شناسی کاربردی را آسان می کند و می تواند در مواردی که گلیکومهندسی امکان پذیر نیست، بسیار مفید باشد.
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شکل 17. داده های نانو DSC؛ (A) دمای انتقال Tm1 مربوط به دامنه CH2 و Fab، (B) دمای انتقال Tm2 مربوط به دامنه CH3. هیچ تفاوت های پايداري بين فراکسیون های واریانت بار آشکارسازی نشد.

در مطالعه ما، واریانت های بار نوترکیب پایه که با روش شویش گراردیان pH جداسازی شدند، عملکردهای اثر کننده قوی تری نشان دادند، که ممکن است به کارآیی بهتر در شرایط in vivo منجر شود. این واریانت های بار پایه سطوح بالایی از گلیکوفرم های غیر فوکوسیل شده کمپلکس، اکسیداسیون در متیونین 34 و قطع لیزین ترمینال C را نشان دادند. تنها عدم وجود فوکوز در N-گلیکوزیلاسیون تأثیری بر عملکردهای اثر گذار داشت. گلیکوفرم های غیر فوکوسیل شده افزایش پیوند به FcϒRIIIa، و بنابراین افزایش ADCC از طریق افزایش تعداد لکوسیت ها را نشان دادند. از آنجا که M34 در CDR قرار دارد، می تواند به طور بالقوه بر روی پیوند آنتی ژن و در نتیجه ADCC و CDC تاثیر بگذارد اما این اثر مشاهده نشد.
بخش های واریانت بار جداسازی شده، پیوند متفاوت به به گیرنده FcRn را نشان دادند، که نشان می دهد که میکروتروژنیت محصول ممکن است تأثیر قابل توجهی در نیمه عمر آنتی بادی در سرم داشته باشد. اگر ارتباط مشاهده شده در مطالعات in-vivo درست باشد، این موضوع می تواند برای بهینه سازی آنتی بادی ها برای افزایش نیمه عمر، کاهش دوز و عملکرد کلی بهتر استفاده شود.
هیچگونه تفاوتی بین فراکسیون های ایزوفرم انفرادی را نمی توان از لحاظ پایداری حرارتی آشکارسازی کرد، که نشان می دهد میکروتروژنیت بر پایداری کلی ساختاری مولکول آنتی بادی نوترکیب تاثیر زیادی نمی گذارد. این امر، چه در جریان پردازش بالادست یا پایین دست و بدون آسیب رساندن به ثبات آنتی بادی، موقعیت هایی برای افزایش ویژگی هایی مثل ADCC یا CDC بهتر، فراهم می کند. 
داده های ما نشان می دهد که ارتباط بین میکروتروژنیت و اثربخشی درمان های آنتی بادی منوکلونال از اهمیت بیشتری نسبت به موارد رایج پذیرفته شده دارد. با افزایش توسعه آنتی بادی های نوترکیب بیوژنریک، و در زمینه کیفیت با رویکردهای طراحی، تجزیه و تحلیل و مقایسه الگوهای میکروتروژنیکی بیشتر مرتبط می شود. در حصول اطمینان از ویژگی های بیولوژیکی معادل، صنعت باید بر خصوصیات میکروتروژنیت تاکید کند. با این حال، توانایی پیش بینی اثر توزیع واریانت بار ممکن است مانع نیاز به هماهنگی میکروتروژنیکی یک بیوژنریک با سازنده شود. ظهور جداسازی با رزولوشن بالا و ابزارهای جدید در تجزیه و تحلیل برهم کنش در سال های اخیر، توضیح و اندازه گیری تفاوت در ایزوفرم های آنتی بادی نوترکیب. را امکان پذیر ساخته است. کار ارائه شده در اینجا زمینه کار مطالعات آینده در این پدیده ی غالبا نادیده گرفته شده را فراهم می کند.
مواد و روش ها
مواد و مواد شیمیایی
تمام مواد شیمیایی دارای درجه تحلیلی بودند، مگر اینکه خلاف آن بیان شده باشد، 3-morpholino-2-hydroxypropanesulfonic acid (MOPSO) (M8389), 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (HEPES) (H3375), N,N-bis(2-hydroxyethyl)glycine (bicine) (B3876), 3-(cyclohexylamino)-2-hydroxy-1 propanesulfonic acid (CAPSO) (C2278) و 3-(cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid (CAPS) (29337), 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) (M3671), NaH2PO4 (S8282), Tergitol (70% in water) (NP40S), acrylamido buffers (0.2Min H2Owith pKa 3.6 and >12, و همچنین، 0.2 M در 1- پروپانول با pKa 8.5, 9.3, و ایزوپروپانول 10.3) (01716, 01743, 01736, 01738, 01741) و Coomassie G250 (B0770) از Sigma–Aldrich خریداری شدند. NaCl (1.06404.5000)، Na2HPO4 (1.06586.2500)، NaOH (1.06482.5000)، اوره (1.08487.5000)، دی سدیم دی هیدروژن اتیلنیدامین تتراساکت (EDTA، Titriplex III) (1.08421.1000)، گلیسرول (1.04094.2500)، روغن پارافین (1.05174.2500) از Merck خریداری شد. GELbond-PAG-film (80-1129-36)، Pharmalyte 3-10 (17-0456-01)، CM 5 سنسورهای تراشه (BR-1000-12) و کیت اتصال آمین (BR-1000-50) برای پروتئین بی حرکت شدن از GE Healthcare خریداری شد. هیستیدین، درجه تحقیق (> 98.5٪ خلوص) (24820.03) از Serva خریداری شده است. Tween 20 (170-6606)، 40٪ محلول آکریل آمید (5/37: 1) (161-0148)، پرسولفات آمونیوم (APS) (1600-0700) و N، N، N '، N'-tetramethylethylenediamine (TEMED) (1600-0800) از بیو راد بدست آمد.
آنتی بادی مونوکلونال نوترکیب CH14.18 از زیست شناسان APEIRON به دست آمد. این یک mAb شیمیای موش-انسانی است که در سلولهای تخمدان هامستر چینی (CHO) تولید می شود 35 و بر علیه disialoganglioside GD2 هدایت می شود،  که معمولا به عنوان آنتیژن سطحی بر روی نوروبلاستوما و انواع دیگر سلول های تومور مانند ملانوم و استئوسارکوم بیان می شود. 1-3
تبادل کاتیونی مقیاس تحلیلی و تدارکاتی
کروماتوگرافی با استفاده از روش شویش گرادیان pH خطی
تمام جداسازی های آماده سازی با استفاده از یک Akta Explorer 100 (GE Healthcare) و یک ستون Dionex ProPac WCX-10 22 × 250 mm (Thermo Fisher, SP5482) انجام شد. خروجی در 280 نانومتر کنترل شد. نرخ جریان ml/min 10 بود (cm/h158). فاز متحرک، یک سیستم بافر گرادیان pH بود که در مرجع Lingg و همکارانش توضیح داده شده است و در جدول 1 نشان داده شده است.
جدول 1: سیستم بافر مورد استفاده برای شویش گرادیان pH
[image: ]
پس از بارگذاری 50 میلی لیتر از محلول mAb، با غلظت بین 3 و 4 mg/ml، ستون متعادل شده (0% B ) از طریق سوپرلوپ، روش شامل یک مرحله شستشو 1 حجم ستون (CV) در 0٪ B، با یک گرادیان به 70٪ B در 14 CV دنبال شد. تقسیم کردن شویش در یک غلظت 34% B در ml7.5 فراکسیون شروع شد تا پایان شویش (70٪ B برای بچ mAb نیوتن، 60٪ B برای گروه های دیگر). 
بخش ها بلافصله با 10 × PBS خنثی شدند تا از دی آمید شدگی و کشیده شدن در یک فراکسیون اصلی (M)، فراکسیون اسیدی بنام A1 – A5، و فراکسیون بازی B1 – B2 جلوگیری شود. این بخش ها متمرکز شدند و بافر با یک Kvick Start Cassette، kDa50 (GE Healthcare UFEST0005050ST) بر روی یک سیستمِ TFF (Merck Millipore) با استفاده از PBS بعنوان اولترافیلتراسیون – بافر دیافیلتراسیون، مبادله سد. برای کاهش بیشتر حجم بخش ها، واحدهای فیلتر سانتریفیوژ Amicon Ultra-15، kDa50 (MerckMillipore UFC905096) استفاده شدند. 
در مورد بچ mAb " نیوتن "، مقدار قابل توجهی از بخش B2 خالص سازی شد (حدود mg12)، که جداسازی بیشتر این فراکسیون در فراکسیون های B21 – B25 را ممکن ساخت. این مرحله اضافی بر روی یک ستون نیمه تدارکاتی Dionex ProPac WCX-10،  9 × 250 mm، (Thermo Fisher Scientific 063474) روی یک Akta Explorer 100 (GEHealthcare) انجام شد. هشت ml از B2 (mg/ml1) به ستون تعادل (0٪ B) با استفاده از یک سوپرلوپ، بارگذاری شد. نرخ جریان ml/min2.5 (cm/h236) بود. پس از یک مرحله 2 شستشوی CV، شیب اولیه گرادیان به 25% B در CV2.5، توسط یک گرادیان سطحی تر به 70% B در CV9 دنبال شد. تقسیم کردن شویش در یک غلظت 40٪ B در فراکسیون های ml1 تا پایان شویش، آغاز شد. این بخش ها، مجدداً، بلافاصله با 10× PBS خنثی سازی شدند و در بخش های B21 – B25 کشیده شدند. اولترا- و دیافیلتراسیون با واحدهای فیلتر سانتریفیوژ Amicon Ultra-15، kDa 50 (MerckMillipore UFC905096) انجام شد. 
برای کروماتوگرافی تحلیلی، یک سیستم  LC نامحدود Agilent 1220 مجهز به یک خنک کننده-نمونه SIM (Scientific Instruments Manufacturer GmbH) استفاده شد. ستون، یک Dionex ProPac WCX-10، mm 4 × 250 (Thermo Fisher Scientific 054993) بود. خروجی در 280 نانومتر کنترل شد. نرخ جریان ml/min1 (cm/h477.5) بود. بافر ها همانند آنهایی بودند که برای آزمایش های آماده سازی در جدول 1 استفاده شدند. یک گرادیان  از 25 تا 65 درصد بافر B در CV8 با حجم تزریق 100 میلی لیتر در غلظت mg/ml1 استفاده شد. 

تمرکز ایزوالکتریک
ژل پلی آکریل آمید (IPG) گرادیان pH غیر متحرک (اندازه: 125 × 260 × 1 میلیمتر) بر روی یک پشتیبانِ فیلم GELbond-PAG (GE Healthcare) انداخته شد، پلیمرایز شد، و بر اساس روش قبلاً توضیح داده شده توسط Westermaier و همکارانش 36، شستشو و خشک شد. گرادیان pH مورد نظر  از 7.0 به 11.0 با درون یابی گرافیکی از دستورالعملی که قبلا توسط Gorg و همکارانش37 منتشر شده بود، بدست آمد. قبل از استفاده، ژل به نصف برش داده شد، یک نیم به طور مستقیم استفاده شد و به مدت 2 ساعت در محلول حاوی  M 6 اوره، ترتیول 2٪، فارمالیت 3–10، 10% گلیسرول و 16٪ ایسپروپانول مجدداً هیدراته شد. نیمه دیگر در منفی 20 درجه سانتی گراد ذخیره شد. هیدراته کردن مجدد ژل، بر روی ابزار Multiphor (GE Healthcare) قرار گرفت. الکترودها بر روی پایانه های اسیدی و بازی ژل و با استفاده از کاغذهای مرطوب بین ژل و الکترود برای اطمینان از تماس خوب، قرار گرفتند. نمونه ها به وسیله بارگذاری فنجانی تحت یک لایه پوشش پارافین اعمال شد و الکتروفورز به مدت یک شب (در 150 ولت به مدت 1 ساعت، به دنبال آن 300 ولت به مدت 4 ساعت و 3500 ولت به مدت 18 ساعت) انجام شد. پس از آن ژل به طور کامل با آب شستشو داده شد و سپس با Coomassie G250 رنگ شد. 

کروماتوگرافی بدون اندازه همراه با چند زاویه
آشکارسازی پراکندگی نور
تجزیه و تحلیل تجمع IgG با استفاده از یک روش قبلا شرح داده شده 38 انجام شد. به طور خلاصه، 45 تا 80 میلی گرم IgG به یک سیستم HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) تزریق شد، که به صورت سری با ستون TSKguard، mm 6 × 40، یک ژلTSK G3000 SWXL mm  7.8 × 300 (هر دو از Tosoh Corporation, 08543 08541)، یک آشکارساز UV-Vis (Shimadzu) متصل شد، که به دنبال آن یک آشکارساز MALS (Dawn 8 from Wyatt Technology Corporation) بود. تجمع IgG، مونومرها و قطعات با استفاده از ستون SEC که در دمای 25 درجه سانتیگراد نگهداری می شد، با استفاده از یک فاز متحرک ایزوکراتیک محلول آبی حاوی 0.2 M فسفات سدیم (Merck Millipore 1063421000) و و 0.1 M سولفات پتاسیم در pH 6.0 Merck Millipore 1051531000) در نرخ جریان ml/min0.5 جداسازی شدند. وزن مولکولی هر پیک شویش از طریق نرم افزار ASTRA V 5.3.4.20 (شرکت تکنولوژی Wyatt) برآورد شد. مساحت های نسبی پیک از کانال UV280 نانومتر برای محاسبه درصد تجمع IgG، مونومرها و قطعات استفاده شدند. سیستم HPLC SEC-MALS با استفاده از سرم آلبومین گاوی مونومر کالیبره شد. تمام نمونه های IgG در سه تکرار مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.

آزمون پیوند رزونانس پلاسمای سطحی به GD2
برای عدم جابجایی مستقیم هیدروفوبیک ganglioside GD2، یک تراشه سنسور CM5 (GE healthcare) با 4 سلول جریان که قبلا با اتانولامین واکنش داده بود با استفاده از شیمی NHS / EDC و در سیستم Biacore 2000 (GE Healthcare) مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. بنابراین، GD2 در محلول 50٪ اتانول، 50٪ متانول (v/v)، رقیق تر 3/1، با بافر HBS-N، (0.01M HEPES, 0.15 M NaCl, pH 7.4) حل شد و ( 15 میلی لیتر) با سرعت جریان 5 میلی لیتر در دقیقه در یک سلول تک جریان، تزریق شد. پیوند ضعیف GD2 با 2 تزریق mM15 محلول NaOH، حذف شد. برای اندازه گیری های پیوند GD2،  PBS با mM 200 از NaCl، pH 7.4، بعنوان اجرا کننده و بافر رقیق سازی برای تمام بخش های آنتی بادی مورد استفاده قرار گرفت که به سطوح غلظت 24، 60، 120، 180 و 240 nM رقیق شدند.بخش های آنتی بادی رقیق شده  به مدت 6 دقیقه با سرعت جریان 20 میکرو لیتر در دقیقه در GD2 غیر متحرک، و یک سلول جریان کنترل (خالی) تزریق شدند. سطوح پیوند GD2  برای هر یک از غلظت ها در حالت پایدار در انتهای تزریق اندازه گیری شد و برای محاسبه ثابت میزان تلفات Kd با استفاده از یک مدل حالت پایدار مورد استفاده قرار گرفت. برای این محاسبات، حداکثر ظرفیت پیوند، با استفاده از نرم افزار BiaEvaluation (GE healthcare) با استفاده از مدل ایزوترم جذب لانگموری فیت شد. سطوح پیوند GD2 خالی در انتهای تزریق برای محاسبه ثابت نرخ انحلال (Kd) با استفاده از مدل حالت پایدار مورد استفاده قرار گرفت. حداکثر مقدار پاسخ پیوند (Rmax)  مورد استفاده برای تمام تجزیه و تحلیل ها RU 988.5 بود، که با نرم افزار BiaEvaluation با استفاده از فیت مدل مدل ایزوترم جذب لنگمویور 1: 1، محاسبه شد. مقدار Kd نهایی به عنوان میانگین مقادیر Kd در هر غلظت محاسبه شد.
بازسازی سطح تراشه سنسور به وسیله دو تزریق mM15 از محلول NaOH به مدت 15 ثانیه انجام شد.
آزمون پیوند رزونانس پلاسمای سطحی به FcϒRIIIa و FcRn
هر دو گیرنده بر روی تراشه های  سنسور CM5 (GE healthcare) با استفاده از روش اتصال آمین و بر روی سیستم Biacore 2000 (GE healthcare) تجزیه و تحلیل شدند. بافر اجرا کننده برای آزمون پیوند FcϒRIIIa، بافر Biacore HBS-EP استاندارد (0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA و v/v 0.005% سورفاکتانت  P20) در pH 7.4 بود، همان طور که توسط سازنده دستگاه توصیه شده بود. برای آزمون پیوند FcRn یک بافر MES مشابه (M MES 0.01، M NaCl 0.015، mM EDTA 3، v/v 0.005% سورفاکتانت  P20 در pH 5.5 استفاده شد. قبل از اندازه گیری، تمام بخش های آنتی بادی به سطوح غلظت  10، 25، 50، 75 و 100 nM رقیق سازی شدند. برهم کنش FcϒRIIIa برای هر سطح غلظت اندازه گیری شد، برهم کنش FcRn تنها در غلظت های 25، 50 و 100 nM اندازه گیری شد. داده های پیوندی مشاهده شده به یک مدل برهم کنش پروتئین-پروتئین برای به دست آوردن نرخ و ثابت های تمایل، برازش شد. برای FcϒRIIIa، مقادیر Kd بر اساس یک مدل ایزوترم جذب لانگمور محاسبه شدند. برای FcRn، مدل تحلیلی دو ظرفیتی 2:1 ساخته شده در نرم افزار BiaEvaluation، استفاده شد. بازسازی، توسط تزریق یک دقیقه ای از محلول (w/v) 0.05% SDS در H2O برای FcϒRIIIa و یک mM 50 Na2HPO4، محلول mM 15 NaCl در pH 7.4 برای FcRn انجام شد.

آزمون های ADCC و CDC
در آزمایشات ADCC ما، سلول های ملانوم M21 مثبت GD2، به عنوان سلول های هدف مورد استفاده قرار گرفت، و ما آنها را با انکوباسیون در یک بافرِ نشاندار کننده حاوی Na251CrO4، نشاندار کردیم (Perkin Elmer). پس از نشاندار سازی، سلول ها با سانتریفوژ در محیط تازه شسته شدند تا اینکه هیچ رادیواکتیویته ای در روی سطح، آشکارسازی نشود. به عنوان سلول های اثر کننده (محرک)، یک سوسپانسیون از سلول های تک هسته ای خون محیطی توسط سانتریفیوژ گرادیان چگالی خون هپارینیزه تهیه شده توسط رگ گیری اهدا کنندگان انسانی سالم، تهیه شد. این سلول ها در یک نسبت سلولی اثر کننده : هدفِ 30:1 در این آزمایش، استفاده شدند. رقیق سازی های واریانت بار در محیط کشت سلولی تهیه شدند و به عنوان ماده آزمایش در مقایسه با مواد مرجع از بچ های اصلی مورد استفاده قرار گرفت. این آزمایش ها در صفحات 96 چاهی انجام شد. از تمام نمونه ها چند نسخه تکراری تهیه شدند. سوپرناتانت ها برداشت شده و به لوله های میکرو با بافت جاذب متصل شدند. این لوله ها در یک شمارشگر گاما آنالیز شدند و مقادیر رادیواکتیویته برای محاسبه کافتگی سلولی نمونه های انفرادی استفاده شدند. تمام محاسبات و دز پاسخ سیگموئیدال 4 پارامتر منطبق با شیب متغیر و فاصله اطمینان 95٪ برای تعیین تابع کالیبراسیون با استفاده از نرم افزار GraphPad Prism (نرم افزار GraphPad) و نرم افزار مایکروسافت اکسل انجام شد.
در آزمایشات CDC، ما از سلول های ملانوم M21 مثبت GD2 به عنوان سلول های هدف استفاده کردیم، آنها را با انکوباسیون در یک بافر نشاندارسازی ایزوتونیک حاوی Na251CrO4، نشاندار کردیم. پس از نشاندارسازی، سلول ها با سانتریفوژ در محیط تازه شسته شدند تا اینکه هیچ رادیواکتیویته ای بر روی سطح آشکارسازی نشود. به عنوان منبع مکمل، سرم اهداکنندگان سالم انسان با استفاده از خون گیری و سپس انعقاد خون نمونه اي تهيه شد. در آزمایش، یک رقت نهایی 5: 1 سرم در محیط کشت استفاده شد. رقیق سازی های بخش های واریانت بار در محیط کشت سلولی تهیه شد و به عنوان ماده آزمایش در مقایسه با مواد مرجع از بچ های اصلی مورد استفاده قرار گرفت. این آزمایش ها در صفحات 96 چاهی انجام شد. تمام نمونه ها در نسخه های تکراری تهیه شدند، سوپرناتانت ها برداشت شده و به لوله های میکرو با بافت جاذب متصل شدند. این لوله ها در یک شمارشگر گاما آنالیز شدند و مقادیر رادیواکتیویته برای محاسبه کافتگی سلولی نمونه های انفرادی استفاده شدند. تمام محاسبات و دز پاسخ سیگموئیدال 4 پارامتر منطبق با شیب متغیر و فاصله اطمینان 95٪ برای تعیین تابع کالیبراسیون با استفاده از نرم افزار GraphPad Prism (نرم افزار GraphPad) و نرم افزار مایکروسافت اکسل انجام شد.

تجزیه و تحلیل گلیکان
N-گلیکان ها به طور مستقیم از نمونه های گلیکوپروتئین خالص و سالم، با استفاده از روش PNGase F آزاد می شوند و با استفاده از طیف سنجی جرمی تجزیه و تحلیل می شوند. نمونه های گلیکوپروتئین با استفاده از یک ستون PD 10 (GE Healthcare 17-0851-01) بر اساس پروتکل تولید کننده، نمک گیری شدند. سپس 100 میلی گرم IgG با U 500 از PNGase F (ew England Biolabs P0704 L) در واکنش بافر در یک حجم کلی ml 100 مخلوط شد و در دماي 37 درجه سانتيگراد به مدت 1 ساعت انكوبه شد. چنین شرایطی باعث دی گلیکوزیلاسیون کامل IgG می شود، همان طور که توسط الکتروفورز ژل مویرگی SDS-PAGE نشان داده شده است(داده ها نشان داده نشده اند). سپس گلیکان های آزاد شده توسط کارتریج کربن گرافیتی متخلخلِ HyperCarb (Thermo Fisher Scientific 35003) خالص سازی شدند، و با CentriVap (Labconco) خشک شدند. 
N -گلیکان های خشک شده با استفاده از 2-آمینوبزنامید (AB-2) بر اساس پروتکل منتشر شده، نشاندار شدند. 39 AB-2 اضافی عبور از مخلوط نشاندار از طریق ستون نمک گیر Mini-Trap G-10 (GE Healthcare 28-9180-10) حذف شد، و سپس گلیکان های نشاندار شده با AB-2 تحت شرایط خلاء خشک شدند. قبل از تجزیه و تحلیل، نمونه های خشک شده در 250 میکرو لیتر حلال شامل 70٪ (V / V) استونیتریل در آب بازسازی شدند. نمونه های گلیکان نشاندار شده با AB-2 بازسازی شده با استفاده از پلت فرم Biopharmaceutical UNIFI (شرکت واترز) مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. کل پلت فرم شامل یک کروماتوگرام مایع فوق-عملکرد کلاس UPLC-H، (UPLC) است، که به صورت آنلاین به یک طیف سنج جرمی چهار قطبی زمان پرواز (QTOF) متصل است، و هر دو تحت کنترل UNIFI پلت فرم نرم افزار علمی Biopharmaceutical ( نسخه 1.7) هستند. کلاس UPLC-H شامل یک مدیریت نمونه (که در 10 درجه سانتیگراد نگه داشته می شود)، یک پمپ چهار تایی، یک کوره ستونی (که در 40 درجه سانتی گراد نگه داشته می شود) است، یک ستون Waters BEH گلیکان (2.1 میلی متر ID ×  150میلی متر طول 186004742) و یک آشکارساز فلورسانس دارد. ده میلی لیتر از نمونه گلیکان AB-2 بازسازی شده به سیستم UPLC تزریق شد. گلیکان ها در ستون برهم کنش هیدرولیکی با استفاده از یک سیستم حلال باینری جدا شدند. حلال A، mM50 فرمیت آمونیوم (pH 4.4) و محلول B استونیتریل بود. اجرای تحلیلی در طی 16 دقیقه با افزایش میزان حلال A از 30 درصد به 47 درصد انجام می شود. سپس ستون با 80 درصد حلال A قبل از تعادل دوباره با 30 درصد حلال A برای اجرای بعدی، دوباره تولید شد. سیگنال گلیکان در طول موج برانگیختگی nm330 و طول موج انتشار nm420 آشکارسازی شد. زمان ماند برای هر پیک کروماتوگرافی با برازش به یک منحنی کالیبراسیون ساخته شده توسط یک نردبان دکستران نشاندار شده با AB-2 (Waters Corporation 186006841)، به یک واحد گلوکز خاص (GU) تبدیل شد. سپس مقدار GU هر پیک کروماتوگرافی به منظور جستجو برای یک پایگاه داده تجربی برای N -گلیکان های قرار گرفته در پلت فرم Biopharmaceutical UNIFI،  استفاده شد. تخصیص اولیه با هم تراز کردن مقادیر مشاهده شده و مقادیر مورد انتظار GU، انجام شد. در مورد ابهام ساختاری، یعنی یک مقدار GU که مربوط به بیش از یک ساختار در تحمل خطا (معمولا 0.1 GU) بود، تصمیم گیری بر اساس تایید جرم دقیق (خطا 5 ppm) توسط ESI-QTOF آنلاین، اکسوگلیکوسیداز اثر انگشت، و دانش مسیر بیوسنتز N-گلیکان در سلول های CHO اتخاذ شد. ESI-QTOF آنلاین تحت شرایط زیر عمل می کرد: ولتاژ مخروطی: 80 کیلو ولت؛ ولتاژ مویرگی: 2.75 کیلو ولت؛ دمای منبع: 120 درجه سانتیگراد؛ جریان گاز حلال زدایی: 800 لیتر در ساعت؛ دمای حلال زدایی: 300 درجه سانتیگراد. QTOF با اسکن محدوده جرمیِ amu 3,000 – 400 در سرعت اکتسابِ Hz 1، اجرا شد. دقت جرمی با معرفی "اسپری قفل" فیبرینوپپتید-چسبی (m/z D 785.8421) حفظ شد. 

نقشه پپتید
برای آنالیز نقشه پپتید، نمونه ها از یک بچ تولید شده آنتی بادی جدید "شرودینگر" بدست آمدند، که در بخش های A1–A5، M، B1، و B2 به همان ترتیبی که در بخش 4.2 توضیح داده شد، جداسازی شد. 
برای هضم تریپتیک، 10 میلی گرم از هر نمونه با PBS در حجم کل 10 میکرو لیتر رقیق شدند. سپس 36 میکرولیتر از بافر A (8 M guanidinium-HCl, 0.2 M His-HCl pH 6) اضافه شد. کاهش سیتئین ها با استفاده از6.4 میکرولیتر از mg/ml 0.02 DTT  و انکوباسیون در دمای اتاق به مدت 1 ساعت انجام شد. سپس نمونه در 900 میکرولیتر با بافر B (0.02M His-HCl, pH 6) و سپس با افزودن 0.5 میلی گرم تریپسین، رقیق شد. هضم شبانه 37 درجه سانتیگراد انجام شد. برای تجزیه و تحلیل MS، نمونه با 1٪ اسید فرمیک، اسیدی شد. 
برای هضم دوگانه با Asp-N و Lys-C، 10 میکرو گرم از هر نمونه  با PBS در حجم کل 10 میکرولیتر رقیق شد. سپس 36 میکرولیتر از محلول بافر A (8M guanidinium-HCl, 0.4 M Tris-HCl pH 8.5) و 6.4 میکرولیتر   mg/ml DTT 0.02 اضافه شدند و  نمونه ها به مدت 1 ساعت در دمای اتاق انکوبه شدند. سپس، سیستائین ها با افزودن 1 میکرولیتر اسید ایدو استیک (mg/ml 0.094) و انکوبه کردن مخلوط در دمای اتاق به مدت 30 دقیقه در تاریکی، آلکیله شدند. 
به دنبال آلکیله کردن، یک تبادل بافری انجام شد. نمونه ها در 500 میکرولیتر با بافر B (0.02M His-HCl, pH 6) رقیق شدند و به ستون Vivaspin اعمال می شدند (برش  10kDa VS0102). نمونه با سانتریفوژ شدن به حجم نهایی 25-30 میکرولیتر متمرکز شد. این روش دوبار تکرار شد. 
برای هضم، μl Lys-C 2.5 و μl Asp-N 1 (هر دو از محلول های موجود با μg/μl 0.2 اضافه شدند  و نمونه ها شبانه در 37 درجه سانتیگراد انکوبه شدند. برای تجزیه و تحلیل MS، نمونه، با اسید فرمیک در 1% اسیدی شد. پیش از آنالیز واقعی MS، نمونه ها با استفاده از یک پیش-ستونِ ACE C18 نمک گیری شدند، اندازه ذره 5 میکرومتر، اندازه منفذ 100 آنگستروم، دو سانتی متر طول، 100 میکرومتر I.D.).  سپس جداسازی کروماتوگرافی با استفاده از یک ذره ستونی C18 با طول 25 سانتی متر انجام شد اندازه ذره 3 میکرومتر، اندازه منفذ 100 آنگستروم، دو سانتی متر طول، 75 میکرومتر I.D.) با یک گرادیان خطی از 3–42% B در 90 دقیقه (B: 84% ACN در 0,1% FA) با سرعت جریان 17 میکرولیتر در دقیقه.
سپس نمونه ها به صورت آنلاین در یک طیف سنج جرمی Orbitrap Velos با محدوده اسکن از m/z 200-2000 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. طیف سنج جرم در حالت "وابسته به داده" به کار رفت که در آن پس از هر اسکن کامل، 10 سیگنال شدید به طور خودکار برای تجزیه و تحلیل MS / MS انتخاب می شوند. در اینجا لیستی از فهرستی که شامل جرم های تئوری پپتیدهای مورد توجه با و بدون تغییرات بودند، استفاده شد. این امر تضمین می کرد که این پپتیدها آشکار سازی شده اند، حتی اگر آنها فقط به میزان دقیقه حضور داشته باشند.

کالریمتری اسکن دیفرانسیل نانو
[bookmark: _GoBack]نمونه ها در غلظت mg/ml 0.5 در بافر PBS با pH 6.94 رقیق شدند. ششصد  و 50 میکرو لیتر ز این محلول به داخل سلول نمونه ابزار TA-Instruments Nano DSC (مدل 602000) بارگذاری شد. سلول مرجع با بافر PBS پر شد و یک ترمواسکن از 25 تا 100 درجه سانتیگراد با سرعت اسکن C/min°7 انجام شد. داده های ترموگرام بدست آمده با استفاده از نرم افزار TA Instruments NanoAnalyse آنالیز شد. بین اجراهای نمونه ها، دستگاه با استفاده از یک محلول حاوی  0.5M NaCl، M 0.1، اسید استیک و mg/ ml 1 پپسین و سپس با استفاده از شستشو با آب، تمیز شد.
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