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OZET

Yeni Gelistirilen Terapotik Monoklonal Antikorlarin Fizikokimyasal
Ozelliklerinin ve Stres Kosullarindaki Degisikliklerinin Degerlendirilmesi ve

Validasyonu

Biyobenzerler ve orijinatorlere stres uygulanarak, klinik ¢aligmalardan 6nce
onemli bilgiler elde edilebilmektedir. Bu c¢alismada, dondurma/¢c6zme dongiisii,
termal, oksidasyon, ve asidik/bazik pH stresi uygulanan biyobenzer ve orijinator
tiimor nekroz faktorii (TNF-a) 6rneklerinde degradasyon iiriinlerinin degisimi, CE-
SDS, SE-UPLC, iclEF ve UPLC-ESI-QToF-MS yontemleri ile arastirilmigtir. Stres
uygulanan 6rnekler, ANOVA ve Dunnett’in ¢oklu Karsilastirma testi kullanilarak,
stres uygulanmamis kontrol 6rnekleriyle karsilagtirilmigtir. Ayrica, degradasyon
oranini kargilastirmak ig¢in, stres boyunca degisen mAb miktar1 kullanilarak
olusturulan lineer egrilerin egimleri istatistiki olarak karsilastirilmistir. Termal stres
50°C’de uygulandiginda %monomer degisimleri, biyobenzer ve orijinator arasinda
anlamli farklilik (p=0,32) gostermemistir. Termal stres ile asidik varyantlar,
biyobenzer (%23,1) ve orijinator (%23,0) iirtinlerinde anlamli artis gostermislerdir.
Asidik varyant degisimlerinin Asn deamidasyonu ve N-terminal pE olusumu ile
iliskili oldugu belirlenmistir. Kimyasal oksidasyon stresi uygulamasi sonrasinda
tirlinlerin pargalanma egiliminde oldugu gézlenmistir. Stres sonunda biitiin 1gG,
biyobenzer ve orijinator igin, sirastyla, %34 ve %41 oraninda azalmistir. I[gG’lerin Fc
bolgesindeki Met256 ve Met432 yiiksek oranda (<%98) okside olurken, CDR
bolgesinde bulunan Met34’te, iki liriinde de, <%83 oraninda oksidasyon goriilmiistiir.
Asidik pH 3,0 kosulunda iki iiriin de degrade olurken, Bazik pH 9,0 kosulunda iki
tiriinde de yliksek oranda anlamli asidik yiik artis1 (<%31) goriilmistiir (p=0,27).
Asidik yiik artiginin Asn deamidasyonuna bagl oldugu ve ¢ok etkilenen bolgenin
HC:T35 oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, biyobenzer iiriiniin
gelistirilmesinde kullanilabilecek, orijinatér ve biyobenzer iiriinlerin degradasyon

mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Biyobenzer, mAb, stres ¢alismalari, UPLC, kapiler elektroforez
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ABSTRACT

Investigation of Physicochemical Behavior of Newly Developed Therapeutic

Monoclonal Antibodies Under Stress Conditions and Validation of Results

Prior to clinical trials, stress treatment to biosimilars and originators might yield
valuable information. In this study, the degradation product changes in freeze/thaw
cycle, thermal, oxidation, and acidic/basic pH stress applied to biosimilar and
originator tumor necrosis factor (TNF-o) samples were investigated by CE-SDS, SE-
UPLC, iclEF, and UPLC-ESI-QToF-MS. Stressed treated samples were compared
with unstressed control samples using ANOVA and Dunnett's Multiple Comparison
test. Also, to compare the degradation rate, the slopes of the linear curves generated
using the changing amount of mAb during the stress were compared statistically. The
percent monomer changes between the biosimilar and the original were similar at
50°C (p=0.32). Thermal stress raised acidic variant levels in biosimilar (23.1%) and
originator (23.1%) products. Acidic variant alterations were associated to Asn
deamidation and N-terminal pE. After oxidation stress, intact 1gG levels decreased by
34% and 41% for the biosimilar and the original, respectively. While Met256 and
Met432 in the Fc region of 1gGs were extensively oxidized (<98 %), Met34 in the
CDR region of both products was oxidized at an <83 %. Both products were degraded
excessively at acidic pH 3.0 conditions. Both products significantly increased the
acidic content (<31%) in the basic pH 9.0 condition (p=0.27). The elevated acidic
variants was determined to be caused by Asn deamidation, with HC:T35 being the
most affected location. As a result of this study, valuable information has been
obtained about the originator and degradation mechanisms of biosimilar products,

which can be used in the development of biosimilar products.

Keywords: Biosimilar, MAD, stress studies, UPLC, capillary electrophoresis
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1  GIRIS VE AMAC

Monoklonal antikor (mAb) terapdtiklerinin artan kullanimi nedeniyle, saglik
hizmeti saglayicilari, maliyetlerde ©6nemli bir artis gormektedir. Otoritelerin
biyobenzer tanimlarina gore biyobenzer ilag, ruhsatli referans biyoterapdtik iiriine
kalite, giivenlilik ve etkinlik agisindan benzer olan iirlindiir. Biyobenzer {irlinlerin
pazara ¢ikmasi ile bu {irinlerin kalitesinin ve fiyatlarinin pazar sekillendirecegi

ongoriilmektedir (1,2).

Biyobenzer alanindaki arastirmalar, orijinal tirlinden daha ucuz ve yiiksek kaliteli
olan ilaglara tliketici erisimini arttirarak, daha genis bir hasta popiilasyonuna ulasmay1
amaclamaktadirlar. Tiim lisansli terapotik monoklonal antikorlar arasinda en sik
kullanilan immiinoglobulin G1'dir (IgG1) (3,4). Terapotik IgG1’ler arasinda en ¢ok
kullanilanlardan biri timér nekroz faktorii-alfa (TNF-a) inhibitorleridir.

Farmasotik ilag gelistirme siirecinde gerceklestirilen 6nemli ¢aligsmalardan biri
stres caligmalaridir. Bu ¢aligmalar molekiillerin davranisi, safsizlik diizeyleri, ve
stabiliteleri hakkinda o6nemli bilgiler vermektedirler (5,6). Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve ilag Dairesi (FDA) kurumunun yonergelerinde belirtildigi iizere,
referans molekiil ile biyobenzer {iriiniin stres kosullar1 altindaki davranislarinin,

tirtinlerin stabilitelerine etki ettiklerinden, karsilastiriimalar1 gerekmektedir (7).

Biyofarmasotikler, konvansiyonel ilaclara gorece stres kosullarindan daha fazla
etkilendiklerinden, stabilitelerine iligkin daha fazla ¢aligma yapilmasi gerekmektedir
(6). Bu galismada uygulanan termal, asidik/bazik pH, dondurma-¢6zme dongiisii,
kimyasal oksidasyon stres kosullari altinda biyobenzer ve orijinatér TNF-o
inhibitdriiniin nasil davrandig1 ve ne gibi farkliliklar gosterdigi hakkindaki bilgiler

iirlin gelistirme asamasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
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2 GENEL BIiLGILER

2.1 Biyobenzer ilaclar

Biyolojiklerin gelisimi, rekombinant teknoloji yoluyla, dogal olarak olusan
proteinleri, kompleks peptitleri, ve glikoproteinleri optimize etme hedefiyle
1980'lerde baslamistir (8). Biyoteknolojinin gelisimi, yeni metodolojiler igin yol
saglayarak monoklonal antikorlar (mAb'lar) gibi giderek daha karmasik biyolojiklerin
iretiminde, terapotik ve tanisal ajanlarin gelistirilmesinde 6nem kazanmistir (8).
Monoklonal antikorlarin 45 yillik bir gecmisi olmasina ragmen, biyoteknolojik
tekniklerdeki son gelismeler ve Onemlerinin anlasilmasi ile olduk¢a hizlanarak,
otoimmiin hastaliklar, kanser, iltihaplanma, ve bulasic1 hastaliklar i¢in basarili

tedaviler haline gelmislerdir (9).

Biyoteknoloji ve biyofarmasdtik endiistrileri insan sagligi sektoriinde bir araya
geldikge, biiylik ilag sirketleri biyobenzerler yoluyla rekabet etmeye baslamistir (8).
Biyobenzerler, "Aktif bilesenin bir versiyonunu igeren biyolojik tibbi iirtinler" olarak
tanimlanmaktadirlar (10). Ornek olarak enzimler, asilar, mAb'lar, insan biiyiime
hormonlari, insiilinler, interlokinler, ve doku plazminojen aktivatorleri biyobenzer
gelistirmeleri igin potansiyel adaylardir (10,11). Bu alandaki gelismeler sadece yeni
ilaglarin kesfine yol agmakla kalmamakta, ayn1 zamanda mevcut ilaglarin daha hizl
ve daha ekonomik iiretilmesinin de yolunu a¢gmaktadir. Degerli orijinator
biyofarmasétiklerin patent siirelerinin bitecek olmasima veya patentlerinin zaten
stiresi dolmasina bagl olarak, biyobenzer iiriin arastirmalar1 ve otoritelere bagvurular
onemli Olgiide artmuistir (8). Biyobenzerlerin 6nemi, gesitli biyolojiklerin patent
korumalar1 sona erdiginde artmistir. Halihazirda pazarlanan baz1 degerli
biyolojiklerin patent siirelerinin dolmasi, maliyet tasarrufu saglama potansiyeliyle,
biyobenzer arastirmalari ve onay igin bir firsat yaratmistir (10,12,13). Avrupa Ilag
Ajans1 (EMA), Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) ve Diinya
Saglk Orgiitii (WHO) izlenecek ydnergeler olusturmuslardir ve tiim biyobenzerler,
bu kurumlar tarafindan diizenleyici onay oncesinde bir inceleme prosediiriine tabi

tutulurlar (12).
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2.2 Biyofarmasétik ilaclar ve fla¢ Sektoriindeki Yerleri

Diinyada biyoteknolojinin biiyiik bir hizla gelismesi ve tipta kullanilmaya
baslanmasi ile hastaliklarin tedavisinde devrim niteliginde gelismeler kaydedilmistir.
Bu gelismeler, biyolojik sistemler ve canli organizmalar kullanilarak, ilag olarak
kullanilabilecek protein yapisinda karmagsik yapilt molekiillerin gelistirilmesini ve
bliylik miktarlarda iiretilebilmesini miimkiin kilmistir. Biyolojik tirtinler, DNA asilari,
kan ve kan bilesikleri, alerjenikler, somatik hiicreler, gen terapétikleri, monoklonal
antikorlar (mAb), fiizyon proteinleri, dokular ve rekombinant terapotik proteinler gibi
birgok {irlin ¢esidi igermektedirler (14). Biyolojik triinler, canli hiicrelerden
iiretilerek, bu hiicrelerden izole edilen biiyiik molekiillerdir. Insan ve hayvansal hiicre
hatlarindan veya mikroorganizmalardan biyoteknolojik metotlarla ya da diger
teknolojilerle iiretilerek bagka tedavi yontemlerinin mevcut olmadigi bircok medikal
durumun tedavisinde kullanilmaktadirlar. Biyoteknolojik ilaglar, modern tipta 6nemli
kullanim alan1 bulmustur; kanser, bagisiklik sistemi hastaliklari, kalp-damar
hastaliklari, romatizmal hastaliklar ve endokrin sistem hastaliklar1 gibi tedavi

alanlarinda kimyasal sentez ile tiretilen ilaglara kars1 iistiinliik saglamislardir (14).

Biyoteknolojik yontemler ile tiretilmis olan biyolojik tirtinler, iiretim ve kullanim
sekillerine gore biiyiilk hassaslik gosterirler. Bu ylizden, tanimlanmalar1 ve
iiretilmeleri kiiciik molekiillere gére ¢ok daha karmasiktir. Konvansiyonel ilaglar ve

biyolojik ilaglar arasindaki temel farklar asagida 6zetlenmistir (Tablo1).
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Tablo 1. Konvansiyonel ilaglarin ve biyolojik ilaglarin temel 6zellikleri (14)

Konvansiyonel flaclar

Biyolojik ilaclar

Kimyasal sentezle iiretilirler.

Diisiik molekiil agirligina sahiptirler.
Fizikokimyasal 6zellikleri tamamen
karakterize edilebilir ve gorece olarak
daha kolaydir.

Oldukga stabildirler.

Biyoteknolojik yontemler ile
retilirler.

Yiiksek molekiil agirligina sahiptirler.
Kompleks fizikokimyasal 6zellikleri
bulunmaktadir ve karakterize
edilmeleri gorece olarak zordur.

Is1 ve ¢alkalama gibi fiziksel

etkenlere duyarlidirlar.
Saflik standartlar1 mevcuttur. Degisken spesifikasyonlar
bulunmaktadir.
Farkli uygulama yollarina yonelik dozaj ~ Genellikle parenteral yol ile
sekilleri hazirlanabilir. uygulanirlar.
Saflastirilmasi kolay ve ucuzdur. Saflastirma prosesi uzun, karmasik ve
pahalidir.

Kontaminasyondan riski diisiiktiir. Kontaminasyon riski ytiksektir.

Biyofarmasotik ilaglarin 2016°daki diinya ¢apinda satis1 228 milyar dolar olarak
belirtilmistir (15). Biyofarmasotiklerin 2000 yilindaki pazar payr %10 olarak
belirtilirken, bu pazar pay1 2014°te %20’ye yiikselmistir (14). Bu veriler géz 6niinde
bulunduruldugunda, her gegen y1l bir¢ok ilag firmasi da biyoteknoloji alanina girmek
icin adim atmaktadir. Biofarmasotikler arasinda bulunan mAb’larin, 2013’teki pazar
pay1 yaklasik olarak 75 milyar dolardir ve 2013’teki biyofarmasétik satiglarmin
yarisint mAb’lar olusturmaktadir (2). Ulkemizde biyoteknolojik ilaglarn tamamina
yakininin ithal edildigi géz oniine alindiginda, 2016 yilinda yaklasik 3,4 milyar dolar
sermaye kaybi1 gerceklesmistir (16). 2016°da Tiirkiye'de yaklasik %16,5 pazar payina
sahip olan biyoteknolojik ilaglarin, 6niimiizdeki donemde kullanima sunulacak yeni
tirlinlerle artmasi beklenmektedir (16). IEIS verileri, biyofarmasétiklerin Tiirkiye'de
yazilan tiim recetelerin %18,2'sini olusturdugunu ve biyofarma sektoriiniin 2020

yilma kadar %22,5 bilyliyerek 8,7 milyar Tiirk Lirasi'na (TRY) ulagsmasim
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ongormistiir (17). 2020 yili itibariyla biyobenzer pazari bir 6nceki yila gore %48,3
artigla 907,1 milyon TL degerine ulasmigtir (17).

Biyoteknolojik ilaglar S

9.000 (Milyon 1L} 9071
7.500 (6118 |
6.000 | 286.7 |
4.500 — 2029 I—"
|—. | 112 J | 7.824,1
3.000 4 B [6.388,0]
B - |5.1416| -
1500 { [29358| (33449 292
0 . . ; . :
2015 2016 2017 2018 2019 2020
Referans Biyobenzer

Sekil 1. 2015-2020 yillar1 arasinda Tirkiye’de orijinator (referans) ve biyobenzer

biyofarmasétik {iriin satiglari (18)

Biyobenzer {iriin gelistirme ve gelistirilen {riinlerin degerlendirilmesi kritik
oneme sahiptir, ¢iinkii Tiirkiye pazarindaki biyofarmasdtiklerin ¢ogu ithal edilmekte
olup iilkenin saglik sistemine biiyliik bir mali yik getirmektedir. Biyobenzer
driinlerinin ~ gelistirme ve iretim asamalarinda biiyiikk maliyet tasarrufu
saglanmaktadir. Bu sayede, biyobenzer olarak gelistirilen biyofarmasoétikler daha
genis popiilasyonlar tarafindan kullanilabilirler. Bu faktorlerin bir sonucu olarak,
biyobenzer iiriin gelistirme ve bu iirtinlerin kalitesinin degerlendirilmesi kritik 6Gneme
sahiptir. Yapilan bir ¢alismaya gore, biyobenzer iiriinlerin pazara girmesine bagl
olarak ABD'de biyolojik iirlinlere yapilan harcama, 2017 ile 2026 arasinda 54 milyar
dolar azaltilabilir (19). Diger bir arastirmada ise, bes Avrupa Birligi (AB) iilkesinde
otoimmiin  hastaliklarin  tedavisi i¢in biyobenzer infliximabin kullanima
sunulmasindan elde edilen maliyet tasarrufunun (%10-30 daha uygun fiyath iriin
senaryosuna gore 26-77 milyon € tasarruf), ek olarak yaklasik 7500 hastanin tedavi
edilmesine olanak saglayabilecegi belirtilmistir (20). Mayis 2018'in sonunda, FDA
11 biyobenzeri (i¢lerinden 7 tanesi mAb) ve EMA ise 39 biyobenzeri (i¢lerinden 12

tanesi mAb) piyasaya siiriilmek tizere onaylamistir (21).
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2.3 Monoklonal Antikorlar
2.3.1 Monoklonal antikor tiirleri ve yapilari

Antikor tiretimi, glikan yapilarinin da eklenmesi ile endoplazmik retikulum (ER)
icinde gerceklesir. insan immiinoglobulinleri, birbirinin ayn1 olan ¢iftler halinde, hafif
zincir (LC) ve agir zincirden (HC) olusurlar (Sekil 2). Iki LC ve HC arasinda disiilfit
baglar1 olusturularak bir heterodimer iretilir (22). IgG proteininin katlanmas: ve
birlestirilmesi, ER mekanizmalar1 tarafindan desteklenir ve yanlis katlananlar, ER

kalite kontrol mekanizmalar1 tarafindan elenirler (23-25).

Peptit-ici
disulfit baglan

Peptitler-arasi CDR: komplement belirleyici bolge
disulfit baglar

[~ Fab CH: agir zincir sabit bolge
VH: agir zincir degisken bolge
CL: hafif zincir sabit bolge

. VL: hafif zincir degisken bolge
Glikan c c
yapilari Hi: hinge bolgesi

- Fc

Fab: IgG antijen-baglayan bolge
Fc: IgG kristalize edilebilir bolge

Sekil 2. Antikor yapisi (26)

IgG'ler dort alt sinifa ayrilir: IgG1, 1gG2, 1gG3 ve IgG4. Su anda, tiim lisansh
mAD'lar ve bunlarin terapétik niteliklere sahip tiirevleri 1gG1, IgG2 veya IgG4
kokenlidir (27). IgG3, istenmeyen farmakokinetik (PK) ozelliklerinden dolayi ¢ok
kullanim alani bulmamaktadir. IgG 1, 2, ve 4'lin terminal yar1 6mrii yaklasik 21 giin
iken, IgG3'lin terminal yar1 6mrii yedi giindiir (27). 1gG2, 1gG3, ve 1gG4 arasindaki
ana farkliliklar, hinge bélgelerinin uzunlugundan, amino asit igeriklerinden, ve iki
HC'yi birbirine baglayan disiilfit kopriilerinin sayisindan kaynaklanir (27). Bu
farkliliklarin, IgG’nin Fc reseptor (FcR) baglanmasi, efektor fonksiyonlari, ve ayrica

PK ozellikleri iizerinde etkisi vardir (27).
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IgG'lerin, antijen baglayici (Fab) ve kristalize edilebilir (Fc) bolgeler olmak iizere
iki ana bolgesi mevcuttur (22). Farkli iglevleri gergeklestiren bu iki bolge, bagisiklik
sisteminin iki ana mekanizmasi olan dogal ve adaptif bagisikligi birbirine baglar (28).
Fab bolgesi, hedef antijenlere spesifik antikor baglanmasindan sorumluyken, Fc
bolgesi, reseptor molekiillerine baglanan antikor efektdr fonksiyonundan sorumludur
(22).

IgG Fc reseptor ailesi, li¢ aktive edici (farelerde FcyRI, FcyRIII, FcyRIV;
insanlarda FcyRI, FcyRlIla, FcyRIlc, FeyRIlla) ve bir inhibitor (FcyRIIb) reseptorii
icerir (29). Insanlarda IgG'ler igin dért cesit Fc reseptorii vardir: FeyRI (CD64),
FcyRII (CD32a,b,c), FcyRIIl (CD16a,b,c), ve neonatal Fc (FcRn). FcRn baglama
bolgesi, CH2-CH3 alanindaki protein A baglama bolgesi ile ortiisiir. IgG Fc
alanlarinin glikozilasyon konumu genellikle CH2-CH3 alaninda gomiiliidiir; bu da
glikan baglayici reseptorlerle sterik etkilesimleri zorlastirir (22). FcyR'nin bir IgG'nin
Fc Dbolgesi ile etkilesimi, hiicre bazli inflamatuar reaksiyonlar1 ADCC, CDC,
ADCP'yi tetikler (22). FcyRI yiiksek afiniteli monomerik IgG reseptorii iken, FcyRII
ve FcyRIII disiik afinitelidir (27). Yalnizca FcyRI ailesi, monomerik IgG'yi in vivo
olarak baglar (30). insan IgG’sinin insan Fc reseptorii hFcyR'ye yonelik afinitesi,
monomerik mi yoksa immiin kompleksi formunda mi1 olduguna baghdir (27). ADCC,
dogal oldiiriicii hiicrelerin, FcyRIlla tizerinden, hedef hiicreye bagli antikora
bagladiginda olusur ve bu ayni zamanda bir tiimor 6limil efektor islevidir (31).
Terapotik bir mAb'm ADCC aktivitesi, terapotik faydalar saglamak i¢in FeyRIlla'ya
endojen IgG'den daha biiyiik bir afinite gerektirir (32).

2.3.2 Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) inhibitorleri

Tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-a), sistemik inflamasyonda immiin yanitini
diizenleyen baslica sitokinlerden biridir. Sekil 2°de gosterildigi gibi, TNF-a hem
trimerik ¢6zlinlir forma hem de membrana bagh transmembran forma sahiptir (33).
Coziiniir form, TNF-a doniistiiriici enzim tarafindan membran formundan ayrilir
(33). Coziinir TNF-o konsantrasyonu viicut sivilarinda ¢ogunlukla saptanamaz,
ancak otoimmiin hastalik indiiksiyonu veya bagisiklik sistemindeki herhangi bir

uyari, TNF-o konsantrasyonlarini artirabilir (33). Transmembran TNF-a seviyeleri,
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¢ozlinlir TNF-a'nin boliinmesi nedeniyle iltihaplanma durumunda bile her zaman

diistiktiir (33).

TNF-a aktivitesindeki herhangi bir diizensizlik ayrica patojenik etkilere aracilik
edebilir ve otoimmiin hastalik baglatma ve siirdiirmede rol oynayabilir. Bu ¢oziiniir
faktoriin asir1 ekspresyonu, pro-inflamatuar sitokinlerin ek artigina, T hiicresi
sagkalimmin artmasma ve diizenleyici makrofajlarin baskilanmasina, endotelyal
hiicre islev bozukluguna ve doku yikimimma neden olabilir (Sekil 2). TNF-a
inhibitorleri, sTNF-a'nin neden oldugu proinflamatuar mekanizmalarin
notralizasyonu yoluyla etki eder (33-35). Sistemik TNF-a asir1 ekspresyonu, hastalik

sirasinda gozlenen TNF-a ile indiiklenen proinflamatuar aktivitelere neden olur.

TNF lireten hiicre

d 0 (Bl]s)
LT —f —— TACE

STNF

N Membran

-NFkB +NFkB

TNF cevabi olusturan hiicre

I'sg Sa
Apoptoz Hucre proliferasyonu
Sitokin sekresyonu

Sekil 3. TNF-a ¢alisma mekanizmasi (33)

STNF-a'nin lokal asir1 ekspresyonu, otoimmiin inflamatuar artrit (romatoid artrit,
psoriatik artrit, ankilozan spondilit ve jiivenil idiyopatik artrit) gibi belirli otoimmiin
hastaliklarin seyrinde yaygin olarak karsilagilan bir durumdur. Sinovyumda sTNF-
a'nin asir: ekspresyonu baglica NFkB- bagimli sinyallesmeyi aktive eder ve bu durum,
lokal inflamasyona, kemik yikimina, kikirdak bozulmasina ve sinovyal fibroblast
proliferasyonuna neden olur (35). Bilimsel literatiirden ve otoimmiin hastalikta gesitli

TNF inhibitorleriyle yapilan klinik caligmalardan elde edilen birikmis bilgiler,
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otoimmiin inflamatuar artrit ve sTNF-a ile aktive olan sinyal yollarimin ortak
molekiiler mekanizmalar1 paylastigini ve boylece eklemdeki bu patolojik sonuglarin

TNF-a inhibitérleri tarafindan nétralize edildigini géstermektedir (33-37).

Iki farkli hiicre yiizeyi TNF-o reseptdrii vardir. Yaygin olarak ifade edilen
TNFR1, ¢6ziiniir TNF-a (33) i¢in birincil sinyal reseptoriidiir. Cozliniir TNF-a
reseptorii aktive ettiginde, TNFR1 pro-inflamatuar gen ekspresyonuna, apoptoz ve
hiicresel proliferasyona aracilik eder. Coziinlir TNF-a sinyalinin sonucu, yanit veren
hiicrenin aktive edilmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa hafif zincir giiglendiricisi
(NFkB) sinyallesmesine baglidir (36,37). NFkB aktif olmadiginda, TNF-a sinyali
apoptoza veya diger hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Aktif oldugunda sinyallesme,
proinflamatuar yanitlari, proliferasyonu ve sitokin salgilanmasini artiracak olan anti-

apoptotik proteinlerin indiiklenmesine yol agmaktadir (36,37).

Diger yandan; TNFR2, transmembran TNF-o igin birincil reseptordiir ve
cogunlukla T ve endotelyal hiicrelerde eksprese edilir (34). Ancak kesin mekanizma
tam olarak anlagilamamistir. Transmembran TNF-a'nin ayrica, tam olarak
anlagilmayan ek inflamatuar ve anti-inflamatuar yanitlar1 da indiikleyebilen ters

sinyallesmeye dahil oldugu bildirilmistir (34,38).

TNF-a, TNFR1 ve TNFR2 reseptorleri araciligiyla etkilestigi hiicrelerde siki
kontrollii hiicresel yollar1 baglatir ve bu etkilesimler gesitli hiicresel cevaplarla
sonuclanir. Cozlinlir TNF-a'ya verilen bu hiicresel tepkilerden biri aktif NFxB'nin
artmasidir ve bu durum, toplu olarak proinflamatuar sinyal olarak adlandirilan ¢oklu
sitokin ve kemokinlerin indiiksiyonu, proliferasyon, adezyon molekiillerinde artisi,
doku hasar1 ve anjiyogenez ile sonuglanir (33-37). Diger bir cevap ise NF«B inaktif
oldugunda ve anti-apoptotik proteinlerin seviyesi diisiikk oldugunda apoptozun
baslamasidir. Pro-inflamatuar ve apoptotik sinyal kaskadlari, TNF-a sinyaline verilen
ana tepkilerdir ve bu kaskadlar, TNF-o inhibitorlerinin etkili oldugu otoimmiin

hastaliklarda yaygin olarak aktive edilir (36,37).

Dendritik hiicre gocli ve aktivasyonu gibi proinflamatuar aktivitelerin neden

oldugu plak sedef hastaligi gibi inflamatuar dermatolojik hastalik, esas olarak
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keratinosit proliferasyonunun bir sonucu olarak diizenleyici T hiicre aktivitesinin
azalmasidir (39,40). TNF-a inhibitérlerinin ana etki mekanizmasi olan ¢oziiniir TNF-
o notralizasyonu yoluyla inflamatuar dermatolojik hastalikta karsilasilan

proinflamatuar NFkB'ye bagli sinyallesme inhibe edilebilmektedir.

Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda (iilseratif kolit ve Crohn hastalig1), ¢oziiniir
TNF-o bagirsak iltihabina yol agar ve bagirsagin bariyer fonksiyonunun kaybi
nedeniyle bagirsak liimenindeki bakterilere ek bagisiklik tepkisi olusur (41). Crohn
hastaliginda gozlenen T hiicre apoptoz bozuklugu, TNF-a inhibitorleri ile tedavi
edilebilir (42). Crohn hastalarinda transmembran TNF-o pozitif makrofajlarin ve T
hiicrelerinin arttigi gosterilmistir (43). TNF-a inhibitorii tedavisine yanit veren
hastalarda, TNF-o inhibitoriine yanit vermeyen hastalarla karsilastirildiginda,
tedaviden 6nce transmembran TNF-a eksprese eden hiicreler artmistir. Bu sonuglar,
transmembran TNF-a eksprese eden hiicrelerin azalmasmin TNF-a inhibitériiniin
baska bir etki mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Bu etki mekanizmalarinin yani
sira, TNF-a'ya bagimli bir mekanizma olan diizenleyici makrofaj fonksiyonunun in
vitro olarak TNF-o inhibitorii tarafindan baslatildigi ve bu mekanizmanin mikst
lenfosit reaksiyonu ile gosterildigi gosterilmistir (44). Bu, klinik etkinlikle iligkili

dokulardaki inflamatuar hiicreleri azaltabilir.

Ek olarak, TNF-o inhibitorlerinin transmembran TNF-o eksprese eden hiicrelerin
antikor-bagli hiicre-yonlendirmeli sitotoksisite (ADCC) ve komplement-bagl
sitotoksisite (CDC)'sini in vitro etkiledigi gosterilmistir ve bu, transmembran TNF-a
eksprese eden hiicrelerin sayisini azaltmak i¢in baska bir etki mekanizmasi saglar
(45). Bu galismalar, hiicre tiikkenmesi (ADCC ve CDC) ve hiicresel proliferasyonun
inhibisyonu  (yiikksek diizenleyici makrofaj fonksiyonu) yoluyla TNF-a
inhibitorlerinin etkinligine katkida bulunan etki mekanizmalarma ek kanitlar

saglamaktadir.

Sonug olarak, TNF-o inhibitorleri esas olarak iki mekanizma ile etki etmektedir.
[k mekanizmada, antikor proinflamatuar aktiviteyi bloke eder ve bu nedenle ¢oziiniir
TNF-a'y1 noétralize ederek inflamatuar yaniti inhibe eder. Bu mekanizma, tim

onaylanmis TNF-o inhibitdrlerinin endikasyonlarinda etkinlik i¢in esastir. Ikinci
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mekanizma, inflamatuar bagirsak hastaliginin  tedavisinde kullanilabilecek

transmembran TNF-a-pozitif hiicre seviyelerini azaltmaktadir.

24 Stres Calismalari ve Analiz Metotlar

Biyofarmasotikler baslica kalite, giivenlik, saflik ve etki giicii (potency)
acisindan degerlendirilmektedirler ve bu alanlar birbirleri ile i¢ ice gegmis
kavramlardir; bunun igin ¢esitli analitik yontemlerden faydalanilmaktadir (46).
Biyofarmasotiklerin belirtilen kriterlere uygunlugu degerlendirilirken immiinojenite
en onemli konulardan biridir, ¢iinkii immiinojenite iriiniin saflig1 ile dogrudan
iliskilidir (47-50). Bu yiizden FDA, EMA, WHO gibi bir¢ok otorite tiriiniin safliginin
incelenmesi gerektigini belirtmektedir. Bir biyobenzerin onayi, orijinal ilacin
onaylanmasindan c¢ok daha fazla analitik inceleme ve derinlemesine islevsel
karakterizasyon gerektirir, ¢iinkil bu bilgiler klinikte esdeger gilivenlik ve etkinlik
performansiin gostergeleridir (20). Orijinal {irtinii tiretmek i¢in kullanilanlardan
tipik olarak daha kapsamli ve cesitli olan biyobenzerleri karakterize etmek igin
gelismis ortogonal analitik araclarin kullanimi, biyobenzerlere giiven olusturmak i¢in
kritik dneme sahiptir. Uriin kalitesine odaklanmalarinin sonucu olarak, AB'de birkac
yildir erisilebilir olan ve ticari olarak pazarlanan biyobenzerler, referans ilaclarla

karsilagtirilabilir etkinlik ve glivenlik profillerine sahiptirler (20).

Hem fiziksel hem de kimyasal 6zellikler agisindan stabilite, biyofarmasétiklerin
kritik bir 6zelligidir. Fiziksel kararsizliklar, yiiksek dereceli yapilardaki molekiiler
varyasyonlar1 karakterize etmek ic¢in kullanilir ve molekiil i¢inde tanimlanan
konformasyonel degisiklikleri igerirler. Proteinlerdeki stres kaynakli konformasyonel
degisiklikler, dogal hallerinde bulunduklar: ti¢ boyutlu yapilarindaki degisikliklerle
iliskilidir. Ayrisma, adsorpsiyon, agilma, agregasyon, ¢cokelme ve denatiirasyon dahil
olmak iizere ¢ok sayida degradasyon mekanizmasi, proteinin ikincil ve igiinciil
yapilarinda fiziksel kararsizliga neden olarak konformasyonel degisikliklere neden
olabilir (6,51). Bu, geri doniisii olmayan protein agregasyonu olusumuna ve biyolojik

aktivitenin azalmasina neden olabilir (6).
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Mab’lar gibi ¢esitli fonksiyonel gruplara sahip biiyiik ve karmasik molekiiller,
cesitli cevresel degisikliklere ve dis uyaranlara maruz kalma nedeniyle bozulmaya
kars1 hassastirlar (6). Kritik kalite 6zellikleri (CQA), iiriin gelistirme ve kalite kontrol
sirasinda kullanilan iiriin 6zellikleridir. Biyobenzer ve orijinator iiriinleri arasindaki
CQA karsilastirmalari, biyobenzer gelistirmede kritik bir agamadir. Karsilagtirmanin
sonuglari, klinik deneylerden once {iriinlin giivenligine iliskin kritik bilgiler saglar
(51). Farkli hiicre hatt1 kullanimi, tiretim siiregleri, farkli tesislerde tiretilmeleri, ve
kullanilan baglangic malzemelerinin farkli olmasi biyobenzer ile orijinator {riin
arasinda farkliliklara neden olmaktadir (52). Molekiillerin davranislarini stabilite ve
stres testleri ile karsilastirmak, biyobenzer gelistirmede kritik bir noktadir ve veriler
kalite kontrol degerlendirmeleri igin kullanilabilir (6,51,53,54). Terapotik proteinler
tiretim, doldurma ve bitirme, nakliye, depolama ve son uygulama boyunca bir dizi
strese maruz kaldiklarindan, dis stres faktorlerine nasil tepki verdiklerini arastirmak
hayati 6nem tasir (55). Hizlandirilmis stabilite ve stres ¢aligmalari, stabilite gosteren
deneylerin gelistirilmesine ve dogrulanmasina yardimci olmak i¢in yiiksek seviyede
ilag dagradasyon {iriini (%5-30) saglayabilirken, gercek zamanli stabilite

caligmalarinin tamamlanmasi birkag yil alabilir (56).

Boyut, agregasyon, ve yiik heterojenligi, mAb'larin molekiiler yapilarini
tanimlarken kullanilan ana faktorlerdir (57). Enzimatik ve enzimatik olmayan
kirtlmanin yani sira uyumsuz veya eksik disiilfit bag olusumu, boyut degisiklikleriyle
baglantihidir (58). Kirilmalar ve farkli disiilfit bag olusumlari antikorlarin boyut
cesitliligine neden olurlar ve boyut varyantlar iirlinlin etkililigi ve giivenligi icin
izlenmesi gerekir (58). Saflastirilmig triinler genellikle bir dereceye kadar
heterojenlik icerdiginden, bu yonleri de dikkate almak olduk¢a 6nemlidir (58).
Agregasyon, insan popiilasyonlarinda c¢ogunlukla immiinojenik olan temel bir
heterojenliktir (59). Antikor agregasyon tipleri, kovalent ve kovalent olmayan
etkilesimler, ¢oziiniirliik, tersinirlik, ve monomer denatiirasyon derecesi gibi ¢esitli
parametrelere baglidir (60,61). Protein agregatlari ve dimerler (yiikksek molekiil
agirlikli varyantlar, HMW), goriinmez parcaciklar ve hatta goriiniir parcaciklardan
olusabilir ve immiin sistem tarafindan proteinin dogal formuna kiyasla daha kolay

tanimlandiklar1 disiiniilmektedir (62). Canli hiicrelerde mAb sentezi sirasinda
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proteinlerin katlanmast ve disiilfit bagi eslesmesi her zaman dogru sekilde
gerceklesmeyebilir. Ayrica, kiiltiir ortaminin veya sicaklik, pH gibi degiskenlerin
neden oldugu stres daha fazla heterojenlige yol agabilir (26). Uretim, depolama,
nakliye, hasta teslimi sirasinda gelisebilirler ve bu islemler sirasinda maruz kaldiklari
cesitli stres faktorleri (sicaklik dalgalanmalari, 151k, sallama, yiizeyler, pH
degisiklikleri, donme/¢6ziinme vb.) tarafindan indiiklenebilirler (62). Protein
agregatlarin1 incelemenin zorlugu, agregatlarin bilinmeyen dogasindan ve onlarin
biiyiik boyut araliginda (birkag nm'den birka¢ milimetreye kadar)
goriilebilmelerinden kaynaklanmaktadir (62). Antikor yapisindaki degisiklikler,

ancak altta yatan siirecler iyi anlasilirsa tam olarak anlasilabilir.

Post-translasyonel modifikasyonlarin (PTM) biyolojik fonksiyon, verimli
sekresyon, farmakolojik etkinlik, ve terapdtik antikorlardaki stabilitesi lizerinde etkisi
olabilir (63). Hiicre icinde ger¢eklesen PTM’lerden biri olan glikozilasyon
immunoglobulinlerin etki mekanizmasi ve immiinojenisitesi agisinda oldukga
onemlidir (22). Cok diisiik miktarlarda sialilasyon igeren, fukozile, terminal p-
galaktozilasyonu olan veya olmayan glikan yapilart bulunduran mADb'larin
oligosakkarit yapilar1 oldukga stabildir ve bu nedenle, stres ¢alismalari sirasinda bu
yapilar 6nemli bir faktor olarak degerlendirilmemektedir (5). Bununla birlikte, nemli
diizeyde sialilasyona sahip mAb'ler igin stres ¢aligsmalar1 sirasinda, oligosakkarit
yapilarinin degradasyonu degerlendirilmelidir (5). Oksidasyon, deamidasyon ve
izomerizasyon etkileri, modifikasyonun konumu ile yakindan iligkilidir. Bir antikorun
komplement belirleme bolgesinde (CDR) olusan modifikasyonlar, hedef antijenlere
baglanma tizerinde negatif bir etkiye sahip olabilir, ancak Fc'nin sabit alanlarindaki
degisikliklerin minimum etkisi vardir (64). Ozellikle metiyonin (Met) ve triptofan
(Trp) yan zincirlerinin oksidasyonunun, antikor yapisini (64-66) degistirdigi,
antikorun Fc reseptorlerine (64,67,68) ve antijenlere (64,69) baglanmasini etkiledigi,
ve mAD stabilitesini ve yar1 6mriinii etkiledigi bilinmektedir (64,66,70). Ek olarak,
modifikasyona daha agik Met gruplarinin oksidasyonu, immiinojenisiteyi artirabilir
(64,71). Asparajinin  (Asn) deamidasyonunun ve aspartik asit (Asp)
izomerizasyonunun CDR boélgesinde olusmasi, antikor baglanma afinitesinde bir

azalma ile sonuglandig gosterilmistir (64,72—75).
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Orijinatdr lirtiniin ileri yontemler ile karakterizasyonu sayesinde fizikokimyasal
yapisi, biyolojik aktivitesi ve safsizlik 6zellikleri belirlenebilmektedir (48-50,76,77).
Safsizlik seviyelerini gozleme ve kalite parametrelerinin  degerlendirilmesi
calismalarinda, boyut ayirma kromatografisi (SEC), kapiler elektroforez-sodyum
dodesil siilfat (CE-SDS) ve kapiler izoelektrik odaklama (cIEF) literatiirde ve
endiistride en ¢ok kullanilan metotlardandir (48-50,53,76-80).

Protein agregatlar1 veya protein pargaciklarinin (ve genel olarak parcaciklarin)
analizi i¢in bircok teknik bulunmaktadir. Bu teknikler, farkli deteksiyon
yontemlerinin yani sira farkli ayirmaya yontemlerine dayanmaktadir (62). Gorsel
veya mikroskobik inceleme gibi nispeten temel tekniklerden, analitik ultrasantrifiij
veya kiitle spektrometrisi gibi yiliksek teknolojili yontemlere kadar farklilik
gostermektedir (62)

Yiiksek performansl boyut dislama kromatografisinin (SEC) temel prensibi,
sollisyon igindeki molekiiller, gdzenekli boncuklar igeren bir kolondan gegirilir.
Kiiciik molekiiller boncuklarin gézeneklerine girerken daha biiyiikk molekiiller veya
agregatlar giremez; bu sebeple, kiiclik molekiiller kolonda daha uzun bir yol alirlar ve
daha uzun siirede detektore ulasirlar. Molekiiller boyutlarina gore kolondaki
gozeneklere girerler, bu nedenle analit molekiiliiniin kiiresel oldugu varsayilirsa,
molekiiler agirligi tahmin etmek i¢in eliisyon zamani (molekiiler agirlik standartlarina
gore) kullanilabilir (62,78,81). Bununla birlikte, ¢ogu molekiil kiiresel olmama
egiliminde oldugundan ve aslinda molekiiler agirliktan ziyade hidrodinamik yarigap
olciildiiginden, molekiillerin agirliklar1 hakkinda yaklasik bird deger elde
edilmektedir(62,78,81).

SEC yontemi, biyofarmasotik endiistrisinde nispeten biiylik kolonlarla rutin
olarak 30-40 dakikalik analiz siiresi ile gergeklestirilmektedir. Ultra performansh
SEC kolonlarinin kullanilmasi ¢calisma siiresini yaklasik 5 kat azaltmakta ve yontemin
ayristirma giiciinii 6nemli 6lgiide arttirmaktadir (78). SEC'de, zorlu mAb'lar veya
antikor-ilag konjugatilar1 (ADC) ile silika bazli duragan faz arasindaki spesifik
olmayan kimyasal etkilesimler, kromatografik pik kuyruklanma ve/veya

adsorpsiyona neden olarak HMW miktarinin oldugundan az dlgiilmesine yol agabilir
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(78,82). Bu nedenle, zorlu hidrofobik numuneler (ADC'ler gibi) veya nispeten temel
mAb'ler analiz edilirken mobil fazin optimizasyonunun dikkatli yapilmasi gereklidir.
NaCl veya KCI ile kombinasyon halinde fosfat tamponlar1 igeren ugucu olmayan
mobil fazlar, SEC'de dogal kosullar altinda proteinlerin analizi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tiir kosullar, analiz edilen proteinler ve SEC duragan faz
arasindaki spesifik olmayan kimyasal etkilesimleri sinirlamak igin tercih edilmektedir

(78,82).

SEC yontemi ile Olgiilebilen agregat boyutunun bir iist sinir1 vardir, ¢linkii daha
bliylik agregatlar sistemdeki fritler veya kolonun kendisi tarafindan filtrelenebilir.
Kagirilabilecek baska bir agregat tiirii, ¢ok diisiik afiniteli molekiiller aras1 birlesme
sonucu olusanlardir. Bu agregatlar, O6rnegin kromatografi sirasinda degisen

kosullardaki nedeniyle monomerlere ayrigabilir (62,78,81).

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE), uygun bir
kantitatif boyama ve jel tarama yontemi kullanildiginda, uygulanmasi kolay ve
yaklasik molekiiler agirlik ve miktar hakkinda bilgi saglayabilen yaygin olarak
kullanilan, olduk¢a saglam bir yontemdir (62). SDS'nin varligi, kovalent olmayan
agregatlarin bozulmasini saglar, bu nedenle yontem sadece kovalent bagli agregatlari
tespit etmektedir. Indirgeme kosullart kullanilirsa, SDS-PAGE, disiilfid baglar
tarafindan bir arada tutulan agregatlar ile indirgenemez kovalent baglar tarafindan bir
arada tutulan agregatlar arasinda ayrim yapabilir (62). Giiniimiizde kantifikasyona
daha uygun olmasi nedeniyle, kapiler elektroforez-sodyum dodesil siilfat (CE-SDS),
SDS-PAGE’in yerine almaktadir. CE-SDS ile 6rnek analizinin otomasyonu ve boya
yerine UV absorpsiyonu ile miktar tayini yapilabilmesi Onemli avantajlar
saglamaktadir (62). SEC ile SDS-PAGE ve/veya CE-SDS'nin bir kombinasyonu

genellikle kalite kontrol (KK) analizlerinin bir pargasidir.

Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi'nin (USP) 129 numarali monografina
gore SEC, dogal kosullarda yiiksek molekiiler agirlikli tiirlerin (HMWS) belirlenmesi
icin saglam bir yontem olarak kabul edilirken, CE-SDS denatiire edici kosullarda
diistik molekiiler agirlikli tiirlerin (LMW) miktar tayini igin daha giivenilirdir (83,84).
CE-SDS'in 6rnekteki HMW miktarin1 belirleme giicli, denatiire etme islemi gibi
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ornek On islemi sirasinda ortaya c¢ikabilecek potansiyel artefaktlar nedeniyle
genellikle SEC'inkinden daha diisiiktiir. MAb, SEC'de dogal kosullar altinda test
edildiginden, monomer ve HMW’ler hakkinda daha iyi bilgi saglayabilir (84). CE-
SDS, biyofarmasotik sirketleri ve diizenleyici makamlar, antikorlarin ve ilgili
iiriinlerin boyut varyantlarinin analizi i¢in kilit bir Kalite Kontrol (KK) yontemi
oldugunu belirtmektedirler. CE-SDS yontemini 6nemli bir 6zelligi, Fc ve Fd

fragmanlarinin ayrimi agisindan SEC'e kiyasla ek bilgi saglamasidir (83).

MAD saflig1 ve safsizliklarinin analizi i¢in yaygin bir yaklasim olan kapiler
elektroforez-sodyum dodesil siilfat (CE-SDS), biyofarmasdtik endiistrisinde mAb
iiriin salimu testi, stabilite calismasi ve kalite 6zellikleri analizi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. CE-SDS'de, mAb'lar ilk olarak negatif yiikii iyi dagilmis bir protein-
SDS kompleksi olusturmak icin yiiksek sicaklik altinda SDS ile denatiire edilir. Daha
sonra, protein-SDS komplekslerinin, molekiiler elek olarak calisan ve her bileseni
molekiiler agirligina gére ayiran SDS jeli araciligi belirli bir elektroforetik alan

altinda ayrim gergeklestirilir (84).

Indirgenmemis CE-SDS (nrCE-SDS), bozulmamus tiirlerin miktarin1 (ana pik) ve
par¢alanma iirlinlerinin kismi indirgenmesinden kaynaklanan (6rnegin Lys-Pro
motifleri) LMW’leri degerlendirmek icin kullanilir (83). Ornek hazirlamanm
olumsuz etkisini en aza indirmek adina, serbest tiyolleri bloke etmek ve karistirilmis
disiilfid baglarinin olusumunu 6nlemek icin genellikle alkilasyon reaktifi olarak
genellikle iyodoasetamid (IAM) eklenmektedir (84). Ayrica, CE-SDS ayrimini
antikor zincirleri seviyesinde gerceklestirmek i¢in ornek jel tamponuna indirgeyici
ajan eklenebilir. Indirgeyici kosullarda 6rnek, zincir-igi ve zincirler arasi disiilfid
baglarin1 par¢alamak igin indirgeyici reaktif olarak genellikle B-merkaptoetanol ile
inkiibe edilir. Indirgenmis CE-SDS (rCE-SDS) yaygin olarak, hafif ve agir zincirlerin
nispi miktarlarini (beklenen yaklasik %33 ve %67) ve ayrica olasi glikozile edilmemis

agir zincirin (NG-HC) belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (83).

Proteinlerin yiik varyant analizlerinde tercihen katyon degisim kromatografisi
(CEX), kapiler alan elektroforezi (CZE) ve kapiler izoelektrik fokuslama (clEF)

yontemleri kullanilmaktadir. Rekombinant proteinlerin, hemoglobin varyantlarinin
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ve mAb’larin yiik varyantlarinin analizi i¢in cIEF,glinlimiizde endiistride yaygin
olarak kullanilan katyon degisim kromatografisine (CEX) alternatif olugturmaktadir
(85). CEX'in aksine, cIEF daha basit bir sekilde optimize edilebilir, diisiik hacimli
ayirma ortami ve numune tiiketimi gosterir, ve duragan faz ile etkilesimi minimum
diizeye indirir (85). Ayrica, cIEF tiim kapiler elektroforez yontemleri arasinda en
yiiksek segiciligi sunar. Bunun nedeni, analitlerin bir pH gradienti i¢inde spesifik
pI'larina gore ayrilmasidir (85,86). Goriintiilemeli cIEF (icIEF), tekrarlanabilirligi,
hizli yontem gelistirmesi, kisa aymrma siireleri, kullanim kolaylig1 ve platform
yontemleri gelistirme olasilig1 nedeniyle biyolojik {iriinlerin yiik heterojenligi analizi
i¢in en iyi yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (86). Stres kosullar1 sirasinda
aminoasitlerin fonksiyonel gruplarinda meydana gelen asidik veya bazik
degisikliklerin toplu etkisini izlemek i¢in en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri

clEF’dir (53,78-80).

Tercih edilen stres kosullarint ve stres c¢alismalart sirasinda sonuglar
degerlendirmek i¢in kullanilan yontemleri belirlemek icin 12 ilag firmasi ile yakin
zamanda yapilan bir ankette, termal stres kosulu uygulamasinin neden oldugu
bozulma yolaklar1 nedeniyle formiilasyon, raf omrii, depolama, ve stabiliteyi
belirlemek i¢in en ¢ok uygulanan stres kosulu olarak belirlenmistir (51). Ayn1 ankette,
SEC, CE-SDS ve cIEF, stres kaynakli bozulma, ve bu yontemlerle modifikasyonlarin
izlenmesinin dogrulugu nedeniyle stres calismalari ig¢in en ¢ok tercih edilen
yontemlerdir (51). Deamidasyon, amino-terminali piro-glutamik asit (N-term pE)
olusumu, oksidasyon ve karboksil-terminali lizin (C-term K) kesilmesi gibi peptit
modifikasyonlari, asidik ve bazik yik varyantlarma katkida bulunan ana
modifikasyonlardir. Ayrica, bu modifikasyonlarin mAb'lerin yapisi ve stabilitesi
tizerinde farkli etkileri vardir (54,87,88). Hiicre hatti, iiretim ve depolama
kosullarindaki farkliliklar nedeniyle biyobenzer ve orijinatér arasinda yapisal
degisiklikler meydana gelebilir. Proses degisiklikleri minimum oldugunda bile,
referans lrlin ile Onerilen biyobenzer {irlin arasindaki yapisal ve fonksiyonel

farkliliklara katkida bulunabilen PTM'lerde siklikla goriillmektedir (89).

Proteinlerde sekansa veya amino asitlere 6zgii PTM'leri saptamanin ve l¢gmenin

en etkili yontemlerinden biri asagidan-yukariya sivi kromatografisi-sirali kiitle
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spektrometresidir (LC-MS/MS). Proteinler, guanidin-HCI veya fire i¢inde denatiire
edilir veya ditiyotreitol (DTT) gibi indirgeme ajanlar1 ile indirgenir, ardindan
peptitlerin alkilasyonu ve/veya tampon degisimi yapilir (64). Bu islemlerden sonra,
proteinleri sindirmek i¢in tripsin veya diger proteazlar kullanilir ve elde edilen
peptitler ters faz kromatografi ile ayrilarak analiz i¢in kiitle spektrometresine
gonderilir (64). Terapotik antikorlar gelistirilirken, farkli mAb modifikasyonlarini
eszamanli tanimlayabilen bir yontem kullanmak gerekmektedir ve bunun i¢in ideal
yontem, yiiksek tespit edebilme hassasiyeti ve seciciligi nedeniyle asagidan yukariya
LC-MS/MS'dir (48,64). Bu ¢alismada da SE-UPLC, CE-SDS, ve icIEF ¢alismalarini
desteklemek ve stres kosullarinin hangi amino asitlerde hangi kimyasal
modifikasyonlara yol ag¢tifin1 arastirmak i¢in LC-MS/MS ydnteminden

yararlanilmistir.
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3  GEREC VE YONTEM

Olusan degisimlerin gozlenmesinde SE-UPLC, CE-SDS, iclEF ve peptit

haritalama yontemlerinden yararlanilmistir.

Bu asamadan itibaren yazim sadeligi i¢in biyobenzer 6rnegi “BB”, orijinator
ornegi “OR” olarak ifade edilmistir. Stres uygulamasi sonucunda 6rneklerde olusan
degisimlerin gozlenmesi i¢in OR {riinlin karakterizasyonu ve BB iiriinliniin
gelistirilmesi sirasinda kullanilan analitik yOntemlerden yararlanilmistir. Bu

yontemler, stres orneklerinin analizinden 6nce valide edilmis yontemlerdir.
3.1 Materyaller

SE-UPLC analizi i¢in sodyum fosfat (Sigma Aldrich, Almanya), 188 mM
sodyum kloriir (Merck, Almanya), sodyum azid (Sigma Aldrich, Almanya)
kullanilmistir. CE analizi i¢in iyodoasetamid (Sigma Aldrich, ABD) kullanilmistir.
clEF analizi i¢in genis aralikli ve dar aralikli amfolitler (Pharmalyte, GE, ABD), pl
belirtecleri 7,9 ve 10,0 (Protein Simple, ABD) kullanilmistir. UPLC-ESI-QTOF-MS
ile peptit haritalamasi sirasinda peptit sindirimi i¢in Guanidin-HCI (Sigma Aldrich,
Almanya) ve tripsin (Promega, ABD), indirgeme i¢in DTT (Sigma Aldrich, Almanya)
ve alkilasyon i¢in iyodoasetamid (Sigma Aldrich, ABD) kullanilmistir. Kullanilan

kimyasallarin ve reaktiflerin tiimii analitik derecededir.

Kimyasal oksidasyon ve asidik/bazik pH stres uygulamalari i¢in H202 (Merck,
Almanya), Sitrik asit monohidrat (Sigma Aldrich, Almanya), NaOH (Merck,
Almanya), sodyum bikarbonat (Sigma Aldrich, Almanya) malzemeleri kullanilmustir.

Kromatogramlar ve elektroferogramlar Empower 3 (Waters, Milford, ABD)

yazilimi ile iglenmistir.
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3.2  Ornekler

Stres uygulamalari i¢in, Cin hamster yumurtalik (CHO) hiicreleri kullanilarak
iiretilen, standart kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilan ¢ farkl
biyobenzer TNF-a inhibit6rii kullanilmistir. Orijinator TNF-a inhibitori serileri yerel
farmasoétik tiriin tedarik¢isinden temin edilmistir. Stres kosullart biitlin 6rneklere es

zamanli olarak uygulanmistir.

Orijinator 6rnek miktarlarinin kisitli olmasi nedeniyle, sadece termal stres kosulu
ti¢ farkli orijinator serisine uygulanmistir. Diger stres kosullar1 bir orijinator serisine

uygulanmistir.

3.3 Stres Kosullar1 ve Uygulamalari

Farkli stres kosullar1 BB ve OR 6rneklerine uygulanmistir ve olusan degisimler
gozlenmistir. Uygulanan stres kosullart Dondurma/Cozme (D/C) dongiisii, termal
stres, kimyasal oksidasyon stresi ve farkli pH degerlerinde inkiibasyon olarak

siralanabilir.

3.3.1 Dondurma/¢ozme (D/C) dongiisii

BB ve OR orneklerine, bes dongii D/C adimi uygulanmistir. Formiilasyon
tamponuna da ayni stres kosullar1 uygulanmistir. Dondurma <-65°C'de minimum 30
dakika, ¢6zdlirme ise oda sicakliginda (20-25°C) en az 30 dakika ve statik bir sekilde
coziilene kadar uygulanmistir. Daha sonra strese uygulanan 6rnekler mikrotiiplere

porsiyonlanarak analize kadar <-65°C'de saklanmuistir.

3.3.2 Termal stres

BB ve OR serileri, 7 giin boyunca Thermomixer (Eppendorf, Fransa) i¢inde
herhangi bir ¢alkalama olmaksizin 37°C ve 50°C'de inkiibe edilmistir. Formiilasyon
tamponuna da aym stres kosullart uygulanmustir. ilk rnekleme 3. giinde ve ikinci

ornekleme 7. giinde gercgeklestirilmistir. Termal stres kosullar1 formiilasyon
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tamponuna da uygulanmistir. Stres uygulamasindan sonra numuneler analize kadar

<-65°C'de saklanmaistir.

3.3.3 Kimyasal oksidasyon

BB ve OR ornekleri, iki farkli H2O2 seviyesinde 24 saat oda sicakliginda inkiibe
edilerek kimyasal oksidasyon stresi uygulanmustir. Ornekler, 1:1 oraninda, %1,0 ve
%3,0 H20: igeren soliisyonlar ile karigtirilarak son H.O> miktar1 %0,5 ve %1,5 olacak
sekilde inkiibe edilmislerdir. Negatif kontrol olarak formiilasyon tamponuna ayni
islemler uygulanmustir. Inkiibasyon sirasinda &rnekler karanlik ortamda ve oda
sicakliginda (20-25°C) muhafaza edilmislerdir. Stres uygulamasi sonunda 6rnekler

bekletilmeden analiz edilmislerdir.

3.3.4 Asidik ve bazik pH stresi

BB ve OR ornekleri, 1:1 (hacim:hacim) oraninda asidik ¢ozelti (100 mM Sitrik
Asit pH 3,0) ve 100 pL bazik ¢ozelti (200mM Sodyum Bikarbonat pH 9,0) ile
karistirilarak inkiibe edilmistir. Ornekler asidik ve bazik ¢ozeltiler ile karistirildiktan
sonra 37°C'de 24 saat ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Asidik ve bazik stres
kosullar1 formiilasyon tamponuna da uygulanmstir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler

analiz edilene kadar <-65°C’de saklanmustir.

Asidik pH stresi sonunda, hem BB hem de OR iiriinleri tamamen degrade
olmuglardir; bu nedenle degisimler sayisal olarak gozlenememistir. Buna bagl
olarak, hem BB hem de OR iiriinii, daha hafif bir stres kosulu hazirlamak amaciyla,
100 mM sitrik asit pH 3,5 soliisyonu ile 1:1 (v:v) oraninda karistirilarak 3 saat ve 6
saat inkiibe edilmis, ve inkiibasyon sonunda ol¢iimleri yapilmistir. Bu 6rnekler ile

peptit haritalama analizleri yapilmamaistir.
3.4 Boyut Ayirma - Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (SE-UPLC)
SE-UPLC analizi ile 6rneklerdeki monomer, agregat (veya HMW) ve fragment

diizeyleri incelenmistir. Calisma, Acquity H-Class Bio (Waters, ABD) sisteminde,

36



BEH SEC200 (Waters, ABD) kolonu (200 A, 1,7 um, 4,6 mm x 300 mm) kullanilarak
titanyum akis hiicresi bulunduran UV dedektorii ile gerceklestirilmistir. pH 7,4'te 20
mM sodyum fosfat ile 188 mM sodyum kloriirden olusan mobil fazin izokratik akisi
ayirma i¢in kullanilmistir. Ornek, formiilasyon tamponu ile 2,5 mg/mL'ye
seyreltilerek kolona 2,5 uL miktarda enjekte edilmistir. UV tespiti, 20 dakikalik

caligma siiresi boyunca 280 nm'de uygulanmistir.

35 Ingirgenmemis (nr) ve Indirgenmis (r) Kapiler Elektroforez — Sodyum
Dodesil Siilfat (nrCE-SDS ve rCE-SDS)

CE-SDS analizi ile indirgenmemis ve indirgenmis kosullarda numunelerin
saflik/safsizlik diizeylerini degerlendirilmektedir. Hem nrCE-SDS hem de rCE-SDS
analizi, foto diyot dizisi (PDA) dedektorlii Sciex PA 800 Plus sisteminde
gergeklestirilmistir. 100x200 um agiklik ve SDS-MW jel tamponu (Sciex, ABD) ile
50 um i¢ ¢ap x 20 cm dedektér uzunlugu olan modifiye edilmemis silika kapiler
(Sciex, ABD) ayirma i¢in kullanilmistir. Indirgenmemis numuneler 250 mM
iyodoasetamid ve SDS-MW numune tamponu (Sciex, ABD) ile hazirlanmistir.
Indirgenmis numuneler, B-merkaptoetanol (Merck, Almanya) ve aym SDS-MW
numune tamponu yardimiyla hazirlanmistir. Orneklerdeki toplam protein miktar1 50
g olacak sekilde diliisyonlar yapilmistir. Ornekler, 20 saniye boyunca ters polaritede
5 kV'da kapilere enjekte edilmistir. Hem indirgenmemis hem de indirgenmis
numuneler icin 15 kV'da 40 dakika ayirma islemi gerceklestirilmistir. Veriler,
referans kanali 350£10 nm'ye ayarlanarak 220 nm'de toplanmustir. indirgenmis ve
indirgenmemis kosullarda gozlemlenen bilesenlerin elektroferogramlar1 32 Karat
(Sciex, ABD) programi ile kaydedilmis ve zaman diizeltilmis % alanlar1 (TCA)

Empower 3 programu ile islenmistir.
3.6 Goriintiilemeli Kapiler izoelektrik Fokuslama (icIEF)

Orneklerin yiik varyansyonlari iclEF metodu ile gézlenmistir. Florokarbon kapli
kapiler (100 pm i¢ ¢ap x 50 m) kullanilarak iCE3 (Protein Simple, ABD) kapiler
elektroforez cihazi ile gerceklestirilmistir. Genis aralikta 3-10 amfolit ve dar aralikta

7-9 amfolit (GE, ABD), 1:3 oraninda (v/v) kullanilarak pH gradienti olusturulmustur.
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On odaklama 1,5 kV ile 1 dakika, odaklama 3 kV ile 6 dakika boyunca uygulanmustir.
Elektroferogramlar 280 nm’de UV dedektorii kullanilarak iCE CFR (Protein Simple,
ABD) yazilimi ile toplanmistir. Ornekler, proteinlerin C-terminal ucundaki Lys ve
Arg kalintilarini segici olarak ayiran karboksipeptidaz B (Cpp) ile islenmistir. Tiim
adimlar oda sicakliginda gerceklestirilmistir ve ornek ekipman i¢inde 10°C’de
saklanmigtir. Veriler Empower 3 yazilimi (Waters, ABD) kullanilarak analiz
edilmistir. Karboksil terminalinde (C-term) lizin (Lys) ve arjinin (Arg)
aminoasitlerini bulunduran varyantlarin yiiksek oldugu 6rneklerde, bu aminoasitler,
diger bazik varyantlar1 maskelendiginden dolay1, degisimler iyi goriilemeyebilir (90).
Bu nedenle, 6rnekler analiz 6ncesinde C-term bulunan Lys ve Arg aminoasitlerini
secici olarak kesen karboksipeptidaz-f3 (Cpp) ile (1:20, protein:enzim oraninda, w/w)
1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Orneklerin % alanlart Empower 3 programui ile

islenmistir.

3.7 Peptit Haritalama Analizi

Stres kosullar1 nedeniyle olusan post-translasyonel modifikasyonlart (PTM)
gozlemlemek i¢in peptit haritalama analizinden yararlamilmistir. BB ve OR
orneklerinde stres sonrasi olusan modifikasyonlari daha detayli gérmek amaciyla

birer enjeksiyon yapilmistir.

Peptit haritalama analizleri Xevo G2—-XS QToF kiitle spektrometresine (Waters,
Milford, MA, ABD) bagli bir UPLC (Acquity H-Class Bio, Waters) ekipmaninda
gerceklestirilmistir. Cihaz, 1 s tarama hizi ile m/z 50 — 2000 kiitle araliginda pozitif
iyon modunda ¢alisan bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmustir.
UPLC-ESI-QTOF-MS sisteminin kontrolii ve elde edilen verilerin islenmesi,
UNIFI™ Bilimsel Bilgi Sistemi (v1.9.4) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Ornekler, 100 pg mAb bulunduracak sekilde seyreltilip guanidin hidrokloriir ile
denatiire edildikten sonra, sirasiyla 30 dakika boyunca indirgeme (DTT ile) ve
alkilasyon (iyodoasetamid ile) asamalar1 takip edilmistir. Tampon amonyum
bikarbonata degistirildikten sonra, son miktar %0,1 olacak sekilde RapiGest™

stirfaktan eklenerek, 30 dakika boyunca 37°C'de bir tripsin sindirimi (enzim: substrat
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orani 1:25 w/w) uygulanmistir. Enzimatik aktivite trifloroasetik asit (TFA) eklenerek
durdurulmustur. Peptitler, 90 dakikalik gradyan programi ile BEH C18 kolonu (100
x 2,1 mm, 1,7 pm, 300 A, Waters) kullanilarak uygulanan ters faz kromatografisi ile
ayrilmistir. A, B ve C adli mobil fazlari, sirasiyla, %100 su, %100 asetonitril, ve %1
sulu TFA’dan olugsmaktadir. Akis hiz1 0,25 mL/dk’ya, kolon sicakligi 40 °C'ye
ayarlanmigtir. UV dedektorii ile 214 nm dalgaboyunda, tiim veri toplama adimlarinda
referans kilit kiitlesi olarak Leu-enkephalin (m/z 556.2766) kullanilarak analiz
gergeklestirilmistir. Analizler pozitif iyon duyarliligt modunda gergeklestirilmistir.
Kapiler ve koni voltajlart sirasiyla 1 kV ve 25 V olarak ayarlanmistir. Kaynak ve
desolvasyon sicakliklari sirastyla 100°C ve 350°C'ye ayarlanmistir. Ornekleme konisi
ve desolvasyon gazi akislar1 sirasiyla 50 L/saat ve 800 L/saat olacak sekilde

ayarlanmistir.

Peptit modifikasyonlarinin yanlis tespitini ortadan kaldirmak icin veri filtresi
kullanilmistir. 70 dakikadan daha yiiksek alikonma siiresine ve > 8 ppm kiitle hatasina
sahip olan peptitler hari¢ tutulmustur. PTM seviyeleri, metionin (Met) / triptofan
(Trp) oksidasyonu, asparagin (Asn) deamidasyonu, N-terminal piroglutamik asit (N-

term pE) olusumu, ve C-terminal lizin (C-term K) kesilmesi i¢in taranmustir.
3.8 [Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin Graphpad Prism 9.1.3 (San Diego, ABD) programi
kullanilmistir. Biyobenzer ve orijinatér 6rnek gruplarmin strese verdigi tepkileri
karsilastirmak icin iki istatistiksel analiz uygulanmistir. Stres uygulanmis 6rnekler,
%95 giiven diizeyi ile 2 yonlii ANOVA ve Dunnett’in Coklu Karsilastirma testi
kullanilarak, stres uygulanmamis kontrol Ornekleriyle karsilastirilmistir.
Degradasyon oranint karsilagtirmak igin ANCOVA analizinin ilk basamagi
kullanilarak biyobenzer ve orijinatdr 6rnek gruplarindan olusturulan lineer egrilerin

egimleri karsilastirilmistir (91,92).
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4 BULGULAR

Bes farkli stres kosulu uygulanan BB ve OR serilerinin analizleri sonrasi elde

edilen sonuglar karsilastirmali olarak Ozetlenmistir. Stres uygulanmis ornekler ile

kontrol orneklerinden elde edilen sonuglar BB ve OR gruplarinin kendi iginde

karsilastirilmiglardir. Karsilastirma i¢in ANOVA ve Dunnett’in ¢oklu karsilagtirma

yontemi kullanilmastir.

4.1 Dondurma/Coézme Dongiisii

D/C dongiisii bes kez uygulandiktan sonra SE-UPLC, nr-CE-SDS, r-CES-SDS,

iclEF, ve peptit haritalama analizleri gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen analizlerin

Ozeti Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. D/C dongiisti sonuglari. Yiizde degerleri ortalama = SD olarak verilmistir.

OR BB
Kontrol 5 D/C dongisii P degeri| Kontrol 5 D/C donglsu P degeri
SEC Monomer 99,41+0,53  99,37+0,06  >0,9999|99,01+0,08  98,99+0,30  >0,9999
19G 96,64+0,16 ~ 97,42+0,02  0,0254* | 95,74+0,53  96,43+0,23  0,0020*
CE-SDS

LC+HC 99,08+0,01  99,07+0,05 >0,9999|99,66+0,11  99,67+0,03 >0,9999

Ana Yiik Varyanti 80,71+1,25  80,48+0,57 0,9661 | 74,98+1,65 75,67+0,50 0,4374

iCE Toplam Asidik Varyantlar ~ 15,86+1,17 15,81+0,21 0,9993 |22,52+2,23  21,35+0,46 0,3814
Toplam Bazik Varyantlar 3,44+0,08 3,72+0,36 0,8424 | 2,25+0,62 2,98+0,30 0,0943

*istatistiksel anlamh fark

Tablo 2’de karsilastirma sonucunda anlamli fark sadece nrCE-SDS analizinde

gozlenmistir. Bu analiz sonuncunda nrCE-SDS elde edilen parcalanmamis IgG

miktarlar karsilastirmalarindan elde edilen P degerleri OR grubu i¢in 0,0254, BB

grubu i¢in 0,002 olarak hesaplanmaistir.
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411 SE-UPLC sonuglari

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarli sonuglar ile karsilagtirilmistir. D/C stresi uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin ortalamalarinin kontrol ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,02 ve

%0,04 olarak belirlenmistir. Egimler arasinda anlamli fark bulunmadigi (p=0,93)
belirlenmistir (Sekil 4).

SE-UPLC: Monomer
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99 rEa‘—:g—Z—

98

Monomer Alani (%)
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Sekil 4. D/C stresi, SE-UPLC analizi ile elde edilen monomer alan1 % sonuglari.

Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.
Stres uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmig formiilasyon tamponu ve

stres uygulanmamis BB ve OR orneklerinin kromatogramlar1 Sekil 5’te verilmistir.

HMW ve LMW miktarlarinda goriiniir bir artig olmadig1 gézlenmistir.
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OR, 5 déngti DIC stresi sonrasi
BB, 5 dongll D/ stresi sonras|
OR, stres uygulanmamig

BB, stres uygulanmamis Hj ‘

v Yakinlagtinimig
uose

Absorbans (AU)

- I HMW . LMW

@0 700 800 800 1000 1100 1200
Alikenma zamani (dk)

Sekil 5. D/C stresi uygulanmis ve stres uygulanmamig Orneklerin UV

kromatogramlarinin {ist iiste karsilastirmalari

4.1.2 nrCE-SDS sonuclar:

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin iig
tekrarli sonuglar ile karsilastirilmistir. D/C stresi uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin ortalamalarinin kontrol ortalamasindan farklari sirasiyla, %0,69 ve
%0,78 olarak belirlenmistir. Elde edilen lineer egri egimlerinin karsilastirilmasi
sonucunda, egimler arasinda anlamli fark bulunmadig: (p=0,77) belirlenmistir (Sekil
6). Ancak, BB ve OR orneklerinin grup igindeki kontrol ornekleri ile yapilan

karsilastirmalarinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir (Tablo 2).

D/C stresi uygulanan BB ve OR 0Ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlari

Sekil 7°de verilmistir. Bes dongii sonunda LMW miktarlarinda artis gozlenmemistir.
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nrCE-SDS: IgG
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Sekil 6. D/C stresi, nrCE-SDS analizi ile elde edilen toplam IgG %TCA sonuglari.

Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.

Absorbans (AU)

OR, 5 déngu D/C stresi sonrasi
BB, 5 déngli D/G stresi sonrasi
OR, stres uygulanmamig
BB, stres uygulanmamig

Safsizliklar, LMW

1gG

2200 2400 26.00 2600
Migrasyon zamani (dk)

30.00 3200

Sekil

elektrogramlari

7. D/C stresi uygulanan Orneklerin karsilastirmal

nrCE-SDS PDA
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4.1.3 rCE-SDS sonuglar:

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarli sonuglar ile karsilastirilmistir. D/C stresi uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin ortalamalarinin kontrol ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,01 ve
%0,01 olarak belirlenmistir. Elde edilen lineer egri egimlerinin karsilastirilmasi
sonucunda, egimler arasinda anlamli fark bulunmadigi (p=0,76) belirlenmistir (Sekil

8).

rCE-SDS: LC & HC
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Sekil 8. D/C stresi, rCE-SDS analizi ile elde edilen toplam LC&HC % sonuglari.
Sonuglar gruplandirilarak ortalama =+ SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.

D/C stresi uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlari
Sekil 9°da verilmistir. Bes dongii sonunda LMW veya orta molekiiler agirlik (MMW)
piki gozlenmemistir. Ayrica, glikozile olmamis agir zincir (ng-HC) pikinde artig

goriilmemistir.
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Sekil 9. D/C stresi uygulanan Orneklerin karsilastirmali rCE-SDS PDA

elektrogramlari

4.1.4 iclEF sonuclar

Ug farkli BB serisinin iki tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR 6rneginin iki
tekrarli sonuclart ile karsilastirilmistir. D/C stresi uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin ana yiik varyanti ortalamalarinin kontrol 6rneklerinin ortalamasindan
farklar1 sirastyla, %0,70 ve %0,23 olarak belirlenmistir. Elde edilen lineer egri
egimlerinin karsilagtirmas: sonucunda, egimler arasinda anlamli fark bulunmadig

(p=0,51) belirlenmistir (Sekil 10).

Oksidasyon stresi uygulanan BB ve OR oOrneklerinin, stres uygulanmis
formiilasyon tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR orneklerinin icIEF
elektrogramlar1 Sekil 9°da verilmistir. D/C stresi sonrasinda, BB ve OR 6rneklerinin

yiik varyantlarinda bir degisim gozlenmemistir.

D/C stresi uygulanan BB ve OR Orneklerinin, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin icIEF elektrogramlari Sekil
11°de verilmistir. BB ve OR 6rneklerinde, D/C stresi sonucunda yiik varyantlarinda

degisim gbézlenmemistir.
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D/C stresi uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=2) drneklerinin asidik yiik varyanti
ortalamalarinin kontrol Orneklerinin ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %1,16 ve
%0,05 olarak belirlenmistir. Elde edilen lineer egri egimlerinin karsilastirmasi

sonucunda, egimler arasinda anlamli fark bulunmadigi (p=0,53) belirlenmistir (Sekil
12).
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Sekil 10. D/C stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam ana yiik varyanti % sonuglari.
Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.

D/C stresi uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=2) 6rneklerinin bazik yiik varyanti
ortalamalarinin kontrol Orneklerinin ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,73 ve
%0,28 olarak belirlenmistir. Elde edilen lineer egri egimlerinin karsilagtirilmasi

sonucunda, egimler arasinda anlamli fark bulunmadig: (p=0,41) belirlenmistir (Sekil
13).
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Sekil 11. D/C stresi uygulanan drneklerin karsilastirmali iclEF UV elektrogramlari
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Sekil 12. D/C stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam asidik yiik varyanti %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt)
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Sekil 13. D/C stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam bazik yiik varyant1 %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt)
4.1.5 Peptit haritalama sonuclar:

BB ve OR serilerinin tek enjeksiyon ile yapilan sonuglar1 Tablo 3’te verilmistir.
D/C stresi uygulanmis BB ve OR 6rneklerinin kontrol ve stres PTM seviyeleri
karsilastirildiginda, en biiylik degisim BB Orneginin agir zincir:triptik peptit 8’in
(HC:T8) deamidasyon seviyesinin %0,22 artarak, yaklasik 2 katina ¢ikmasi olarak
gozlenmistir. OR Orneginin kontrol orneginde, HC:T3 ve HC:T39 peptitlerinin
oksidasyon miktarlari, sirasiyla, %1,28 ve %]1,07 Olgiilmiisken, stres sonrasi
orneginde bu peptitler gozlenmemistir. OR 6rnegi icin en yiiksek degisim, HC:T19
peptidindeki oksidasyon miktarinin %0,17 artist olarak gozlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. D/C stresi kontrol ve stres drneklerinin PTM degerleri (%)

BB | OR

Modifikasyon Zincir:Peptit Peptit Sekansi Pozisyon % Miktar
Numarasi Kontrol DIG Kontrol DIG
N-term pE HC:T1 EVQLVESGGGLVQPCR 1 0,94 0,97 1,56 16
C-term K HC:T40 SLSLSPGK 451 14,68 14,6 17,09 16,7
LC:T1 DIQMTQSPSSLSASVGDR 4 0,67 0,6 0,27 0,29
HC.T3 LSCAASGFTFDDYAMHWWR 34 1,38 151 1,28 ND
Oksidasyon HC.T8 NSLYLQMNSLR 83 111 1,09 04 0,41
HC:T19 DTLMISR 256 4,17 4,65 3,53 37
HC:T39 WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK 432 2,06 2,29 1,07 ND
LC:T13 SGTASWCLLNNFYPR 137/138 0,27 0,23 0,3 0,26
. HC.T8 NSLYLQMNSLR 77/84 0,24 0,46 04 0,32

Deamidasyon

HC:T24 WSVLTVLHQDWLNGK 319 0,37 0,35 0,67 0,66
HC:T35 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK  388/393/394 21 2,73 3,64 331

4.2 Termal Stres

Termal stres inkiibasyonu hem 37°C hem de 50°C’de 7 giin stirmiistiir. Termal

stres 50°C kosulu uygulanmadan 6nce 60°C kosulu denenmistir. Ancak bu sicaklikta

inkiibasyon sonucunda, érneklerde jellesme gozlenmistir ve analiz edilemez hale

gelmislerdir. Bu nedenle yiiksek sicaklik derecesi olarak 50°C uygulanmistir. Bu siire

zarfinda, 3. giinde iki farkli sicaklikta inkiibe edilen Grneklerden birer porsiyon

alinarak <-65°C’ye kaldirilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim drnekler analize

kadar <-65°C’de saklanmustir. Termal stres 6rnekleri ile SE-UPLC, nr-CE-SDS, r-

CES-SDS, icIEF, ve peptit haritalama analizleri gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen

analizlerin sonuglarinin 6zeti 37°C’de inkiibe edilen 6rnekler i¢in Tablo 4°te, 50°C’de

inkiibe edilen 6rnekler i¢in Tablo 5°de verilmistir.

49



Tablo 4. Termal stres 37°C’de 3 giin ve 7 giin inkiibasyon sonuglari. Yiizde degerleri

ortalama + SD olarak verilmistir.

OR BB

Kontrol 3gin P degeri 7 gin P degeri Kontrol 3gin P degeri 7 gun P degeri

SEC Monomer 99,18+0,06 98,85+0,10 0,0003* 98,59+0,11  <0,0001* | 99,01+0,08 98,70+0,16 0,0048* 98,31+0,16  <0,0001*
1gG 97,12+0,12  97,06+0,41 0,9108 96,36+0,25 0,0003* 95,74+0,53  95,50+037 0,2408 95,19+0,56 0,0409*

CE-SDS R —

LC+HC 99,02+0,14  98,87+0,14 0,0004* 98,85+0,14 0,0011* 99,66+0,11  99,56%0,05 0,1048 99,42+0,05 0,0005*

Ana Yiik Varyanti 79,60+1,13 74,88+0,57 0,0012* 72,78+0,48 0,0002* 76,27+0,74  74,90+0,47 0,0025* 70,59+1,68 0,0024*

iCE Toplam Asidik Varyantlar  16,62+0,83 20,86+0,54 0,0003* 22,63+0,37  <0,0001* | 22,52+2,23 22,29+0,33 0,959 25,68+1,41 0,001*

Toplam Bazik Varyantlar 3,78+0,49  4,26+0,29 0,1807 4,59+0,23 0,0425* 2,25+0,62  2,82+0,30 0,0345* 3,73+0,41 0,0155*

*istatistiksel anlaml fark

Tablo 5. Termal stres 50°C 3 giin ve 7 giin inkiibasyon sonuglari. Yiizde degerleri

ortalama + SD olarak verilmistir.

OR BB

Kontrol 3gln P degeri 7 gin P degeri Kontrol 3gln P degeri 7 gln P degeri

SEC Monomer 99,18+0,06 97,84+0,15 <0,0001* 96,33t0,24  <0,0001* | 99,01+0,08 97,83+0,15 <0,0001* 96,53+0,30 <0,0001*
IgG 97,12+0,11  95,10+0,41 <0,0001* 93,84+0,39  <0,0001* | 95,74+0,53 94,08+054 <0,0001* 91,44+061 <0,0001*

CE-SDS e

LC+HC 99,02+£0,14 98,36+0,13 <0,0001* 98,06x0,09  <0,0001* | 99,66+0,11 99,39+0,06 0,0012* 9853+0,06 <0,0001*

Ana Yiik Varyanti 79,60£1,13 64,54+0,39 <0,0001* 53,04+1,06 <0,0001* | 74,98+1,65 62,60+2,92 0,0009* 4856+1,66 <0,0001*

iCE Toplam Asidik Varyantlar  16,62+0,83 29,17+0,24 <0,0001* 39,78+0,97  <0,0001* | 22,52+2,23 30,54+0,19 0,0004* 45,62+1,58 <0,0001*
Toplam Bazik Varyantlar 3,78t0,49  6,28+0,28 <0,0001* 7,18+0,29 0,0002* 2,25%0,62  5,14+0,33 0,0003* 5,82+0,53 <0,0001*

*istatistiksel anlamh fark

OR orneklerine 3 giin 37°C’de uygulanan stres inkiibasyonu sonunda, kontrol
ornegine gore anlamli farklar gozlenmemistir (Tablo 4). BB orneklerine 3 giin
37°C’de uygulanan stres inkiibasyonu sonunda, pargcalanmamis IgG (p=0,24) ve
toplam asidik varyantlar (p=0,96) disindaki sonuglarda anlamli farklar gézlenmistir
(Tablo 4). OR orneklerine 7 giin 37°C’de uygulanan stres inkiibasyonu sonunda,
kontrol Ornegine gore anlamh fark sadece toplam bazik varyant sonucunda
gozlenmemistir (p=0,18); diger sonuglarin kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli
oldugu gozlenmistir (Tablo 4). BB oOrneklerine 3 giin 37°C’de uygulanan stres
inkiibasyonu sonunda, pargalanmamis IgG (p=0,24) ve toplam asidik varyantlar
(p=0,24) disindaki sonuglarda anlamli farklar gozlenmistir (Tablo 4). BB 6rneklerine

7 giin 37°C’de uygulanan stres inkiibasyonu sonunda, kontrol 6rnegine gore anlamli
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fark sadece % LC&HC sonucunda gozlenmemistir (p=0,11); diger sonuglarin kontrol

grubuna gore anlamli olarak farkli oldugu gézlenmistir (Tablo 4).

BB ve OR o6rneklerine 3 giin ve 7 giin 50°C’de uygulanan stres inkiibasyonu
sonunda, kontrol 6rnegine gore anlamli farklar gézlenmistir (Tablo 5). Sadece OR
orneginin toplam bazik varyant seviyesinde, 7 giin 50°C’de uygulanan stres sonucu

anlamli olarak farkli ¢ikmamustir (p=0,07).

4.2.1 SE-UPLC sonuc¢lan

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin iig
tekrarli sonuglari ile karsilastirilmustir. iki sicaklik kosulu ayri ayr1 gruplandirilarak

Sekil 14’te gosterilmistir.

3 giin boyunca 37°C termal stres uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=9) 6rneklerinin
monomer % degerlerinin ortalamalarinin kontrol monomer % degeri ortalamasindan
farklar1 sirasiyla, %0,32 ve %0,34 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek grubunun
37°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda monomer % degeri farki BB i¢in %0,70, OR
icin %0,60 oldugu gozlenmistir. 3 giin boyunca 50°C termal stres uygulanmis BB
(n=9) ve OR (n=9) o6rneklerinin monomer % degerlerinin ortalamalarinin kontrol
monomer % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %1,18 ve %1,34 olarak
belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun 50°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda monomer

% degeri farki BB i¢in %2,48, OR i¢in %2,85 oldugu gézlenmistir.

BB ve OR orneklerinin, 37°C’de 7 giin termal stres inkiibasyonu sonrasinda
HMW miktarindaki degisim, sirayla, %0,36 ve %0,19 olarak gézlenmistir. BB ve OR
orneklerinin, 50°C’de 7 giin termal stres inkiibasyonu sonrasinda HMW miktarindaki

degisim sirayla, %0,75 ve %0,52 olarak gozlenmistir.

Termal stres uygulanan 6rneklerin % monomer degerlerinin iki sicaklik degeri
icin ayr1 ayr1 zamana kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. 37°C kosulu icin lineer egriler

birbirinden farklilik gostermemistir (p=0,36). Degradasyonun daha belirgin oldugu
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50°C kosulu i¢in lineer egriler arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p=0,19). Egriler

Sekil 14’te verilmistir.
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Sekil 14. Termal stres, SE-UPLC analizi ile elde edilen monomer alan1 % sonuglari.
Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.

Termal stres uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmig formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin kromatogramlar: Sekil 15°de
verilmistir. BB ve OR Orneklerinde, termal stres uygulama sicakligi ve stiresi ile

dogru orantili olarak HMW ve LMW miktarlarinin arttig1 gézlenmektedir.
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Sekil 15. Termal stres uygulanan BB ve OR o&rneklerin karsilagtirmali UV

kromatogramlari
4.2.2 nrCE-SDS sonuglari

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR 6rneginin iig
tekrarli sonuglari ile karsilastirilmustir. iki sicaklik kosulu ayri ayr1 gruplandirilarak

Sekil 16°da gosterilmistir.

3 giin boyunca 37°C termal stres uygulanmig BB (n=9) ve OR (n=9) 6rneklerinin

IgG % degerlerinin ortalamalarinin kontrol IgG % degeri ortalamasindan farklari
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strastyla, %0,25 ve %0,06 olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun 37°C’de 7 giin
inkiibasyonu sonunda IgG % degeri farki BB i¢in %0,56, OR i¢in %0,76 oldugu
g6zlenmistir. 3 giin boyunca 50°C termal stres uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=9)
orneklerinin IgG % degerlerinin ortalamalarinin kontrol IgG % degeri ortalamasindan
farklar1 sirasiyla, %1,67 ve %?2,02 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek grubunun
50°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda IgG % degeri farki BB icin %4,30, OR i¢in
%3,28 oldugu gozlenmistir.

Termal stres uygulanan 6rneklerin % IgG seviyelerinin, iki sicaklik kosulu igin
ayr1 ayri zamana karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirllmigtir. 37°C kosulu i¢in lineer egriler birbirinden
farklilik gostermemistir (p=0,40). 50°C kosulu igin lineer egriler birbirinden farklilik
gostermemistir (p=0,28). Egriler Sekil 16°da verilmistir.
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Sekil 16. Termal stres, nrCE-SDS analizi ile elde edilen toplam IgG TCA % sonuglari.
Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.
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Sekil 17. Termal stres uygulanan Orneklerin karsilastirmali nrCE-SDS PDA

elektrogramlari

Termal stres uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlari
Sekil 17°de verilmistir. BB ve OR 06rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlarinda,
sicaklik ve inkiibasyon siiresi ile dogru orantili sekilde LMW miktarlarinin arttigi
gozlenmistir. Ayrica, 37 °C kosulunda goriilmeyen agir zincir LMW piki, 50 °C’de 7

glin inkiibasyon sonunda gézlenmistir.
4.2.3 rCE-SDS sonuclar

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarli sonuglari ile karsilagtirilmustir. iki sicaklik kosulu ayri ayr1 gruplandirilarak

Sekil 18’de gosterilmistir.
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Uc giin boyunca 37°C termal stres uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=9)
orneklerinin LC&HC % degerlerinin ortalamalarinin kontrol LC&HC % degeri
ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,10 ve %0,15 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek
grubunun 37°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda LC&HC % degeri farki BB i¢in
%0,24, OR icin %0,17 oldugu gdzlenmistir. Ug giin boyunca 50°C termal stres
uygulanmis BB (n=9) ve OR (n=9) orneklerinin LC&HC % degerlerinin
ortalamalarinin kontrol LC&HC % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,27 ve
%0,66 olarak belirlenmistir. Aymi 6rnek grubunun 50°C’de 7 giin inkiibasyonu
sonunda LC&HC % degeri farki BB i¢in %1,13, OR i¢in %0,95 oldugu gézlenmistir.

Termal stres uygulanan 6rneklerin % LC&HC seviyelerinin, iki sicaklik kosulu
icin ayr1 ayr1 zamana kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. 37°C  kosulu ig¢in lineer egriler
birbirinden farklilik gostermemistir (p=0,31). 50°C kosulu igin lineer egriler
birbirinden farklilik gostermemistir (p=0,62). Egriler Sekil 18’de verilmistir.
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Sekil 18. Termal stres, rCE-SDS analizi ile elde edilen toplam LC&HC % sonuglari.
Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.

56



Termal stres uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlari
Sekil 19°da verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlarinda, MMW

miktarlarinin arttig1 sadece 50 °C’de 7 giin inkiibasyon sonunda gozlenmistir.
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Sekil 19. Termal stres uygulanan Orneklerin karsilastirmali rCE-SDS PDA

elektrogramlari
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4.2.4 iclEF sonuglar

Uc farkli BB serisinin iki tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR 6rneginin iki
tekrarli sonuglari ile karsilagtirilmistir. 3 giin boyunca 37°C termal stres uygulanmis
BB (n=6) ve OR (n=6) 6rneklerinin ana yiik varyant1 % degerlerinin ortalamalarinin
kontrol ana yiik varyant1 % degeri ortalamasindan farklari sirasiyla, %1,37 ve %4,72
olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun, 37°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda ana
yiik varyant1 % degeri farki BB icin %5,68, OR i¢in %6,82 oldugu gézlenmistir. 3
giin boyunca 50°C termal stres uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=6) 6rneklerinin ana
yik varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol ana yiik varyanti % degeri
ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %12,38 ve %15,06 olarak belirlenmistir. Ayni
ornek grubunun 50°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda ana yiik varyant1 % degeri farki

BB i¢in %26,41, OR i¢in %26,57 oldugu gozlenmistir.

Termal stres uygulanan 6rneklerin % ana yiik varyanti seviyelerinin, iki sicaklik
kosulu i¢in ayr1 ayr1 zamana karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve
OR lineer egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. 37°C kosulu i¢in lineer egriler
birbirinden farklilik gostermemistir (p=0,37). 50°C kosulu icin lineer egriler
birbirinden farklilik gostermemistir (p=0,96). Egriler Sekil 21°de verilmistir.

Termal stres uygulanan BB ve OR &rneklerinin, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin iclEF elektrogramlart Sekil
20’de verilmistir. BB ve OR orneklerinde, termal stres sonucunda sicaklik ve
inkiibasyon siiresi ile dogru orantili olarak asidik piklerde artis oldugu gozlenmistir.

En yiiksek artigin pl 8,7-8,8 arasinda bulunan asidik pikte oldugu gozlenmistir.

Ug giin boyunca 37°C termal stres uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=6)
orneklerinin asidik yiik varyantt % degerlerinin ortalamalarinin kontrol asidik yiik
varyantt % degeri ortalamasindan farklari sirasiyla, %0,23 ve %4,25 olarak
belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun 37°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda asidik yiik
varyant1 % degeri farki BB i¢in %3,16, OR i¢cin %6,01 oldugu gdzlenmistir. Ug giin
boyunca 50°C termal stres uygulanmig BB (n=6) ve OR (n=6) 6rneklerinin asidik yiik

varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol asidik yiik varyanti % degeri
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ortalamasindan farklar sirasiyla, %8,02 ve %12,55 olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek

grubunun 50°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda asidik yiik varyant1 % degeri fark1 BB

icin %23,10, OR i¢in %23,17 oldugu gozlenmistir.
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Sekil 20. Termal stres uygulanan 6rneklerin karsilagtirmali iclEF UV elektrogramlari

Termal stres uygulanan orneklerin % asidik ylik varyant1 seviyelerinin, iki

sicaklik kosulu i¢in ayr1 ayr1 zamana karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen

BB ve OR lineer egrilerinin egimleri karsilagtirilmistir. 37°C kosulu icin lineer egriler

birbirinden farklilik gostermistir (p=0,032). 50°C kosulu igin lineer egriler
birbirinden farklilik géstermemistir (p=0,93). Egriler Sekil 22’de verilmistir.
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Toplam Pik Alani (%)

Toplam Pik Alani (%)

iclEF: Ana Yiik Varyanti
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Sekil 21. Termal stres, iclEF analizi ile elde edilen toplam ana yiik varyant1 %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.
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Sekil 22. Termal stres, iclEF analizi ile elde edilen toplam asidik yiik varyant1 %

sonuclari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt)
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Uc giin boyunca 37°C termal stres uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=6)
orneklerinin bazik yiikk varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol bazik yiik
varyantt % degeri ortalamasindan farklari sirasiyla, %0,57 ve %0,47 olarak
belirlenmistir. Ayni1 6rnek grubunun 37°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda bazik yiik
varyant1 % degeri farki BB icin %1,49, OR icin %0,81 oldugu gozlenmistir. Ug giin
boyunca 50°C termal stres uygulanmis BB (n=6) ve OR (n=6) drneklerinin bazik yiik
varyantt % degerlerinin ortalamalarinin kontrol bazik yiik varyantt % degeri
ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %2,88 ve %2,50 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek
grubunun 50°C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda bazik yiik varyanti % degeri farki BB
icin %3,57, OR i¢in %3,40 oldugu gozlenmistir.

Termal stres uygulanan Orneklerin % bazik yiik varyanti seviyelerinin, iki
sicaklik kosulu igin ayr1 ayr1 zamana kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen
BB ve OR lineer egrilerinin egimleri karsilastiriimistir. 37°C kosulu i¢in lineer egriler
birbirinden farklilik gostermistir (p=0,041). 50°C kosulu icin lineer egriler
birbirinden farklilik géstermemistir (p=0,82). Egriler Sekil 23’te verilmistir.
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Sekil 23. Termal stres, iclEF analizi ile elde edilen toplam bazik yiik varyant1 %

sonuclari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt)
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4.2.5 Peptit haritalama sonuclari

Termal stres uygulamasinin ardindan, BB ve OR 6rneklerinde, N-term pE, C-

term K, oksidasyon ve deamidasyon seviyelerde degisimler gozlenmistir.

Termal stresin 37°C’de 7 giin uygulamasi sonrasinda, BB ve OR 6rneklerinin N-
term pE degisimlerinde sirasiyla, %0,42 ve %0,48 artis gézlenmistir. 50°C’de 7 giin
inkiibasyon sonrasinda, BB ve OR oOrneklerinin N-term pE degisiminde sirasiyla,
%3,32 ve %2.,29 artis gdzlenmistir. Orneklerin, iki sicaklik kosulunda C-term K
miktar1 benzer oranda degisim gostermistir. BB ve OR 6rneklerinin C-term K miktari,
50°C’de 7 giin inkiibasyon sonrasinda, sirasiyla, %0,46 ve %0,39 azalmistir (Tablo 6
ve 7).

BB 6rneginde, termal stres uygulamasi sonrasinda en yiiksek oksidasyon artist,
37 °C’de HC:T3 peptidinin oksidasyonunda goriilmiistiir. Kontrol 6rnegiyle, 3 giin
37 °C’de inkiibe edilen 6rnek arasinda %3,80, 7 giin inkiibasyon sonrasi drnegi
arasinda ise %4,17 fark gorilmiistiir. OR {irtiniinde HC:T3 peptidinde 37°C’de ayni
seviyede bir oksidasyon artis1 gozlemlenmemistir. Ayrica, 50°C’de bu peptit tespit
edilmemistir (Tablo 7). BB ve OR o6rneklerinin 50 °C’de 7 giin inkiibasyonu
sonucunda en yliksek oksidasyon artist HC:T19 peptidinde goriilmiistiir. Oksidasyon
artislari, sirasiyla, %1,99 ve %0,72 olarak 6lcililmiistiir. En yliksek deamidasyon artisi
HC:T35 {lizerinde gozlenmistir (Tablo 6 ve 7).

BB ve OR o6rneklerinin 37 °C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda Asn bulunan
peptitlerdeki ortalama deamidasyon artis1 sirasiyla, %0,50 ve 90,12 olarak
Ol¢iilmiistiir. Ancak, OR 6rneginin 3 giin inkiibasyon sonunda Asn deamidasyonu
ortalamast %0,35 seviyesindedir ve 7 giin inkiibasyon sonunda HC:T35 peptidi tespit
edilmemistir (Tablo 6). BB ve OR 6rneklerinin 50 °C’de 7 giin inkiibasyonu sonunda
Asn bulunan peptitlerdeki ortalama deamidasyon artig1 sirastyla, %0,43 ve %0,51
olarak ol¢iilmiistiir. BB i¢in en yiiksek deamidasyon %1,20 artis ile HC:T39, OR i¢in
en yiiksek deamidasyon %1,27 artis ile HC:T35 peptidinde gozlenmistir (Tablo 6 ve
7).
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Tablo 6. Termal stres (37°C) kontrol ve stres orneklerinin PTM degerleri (%)

verilmistir.
BB OR
Zincir:Peptit % Miktar

Modifikasyon incir:Pept Peptit Sekansi Pozisyon . ,,0 N .
Numarasi Kontrol 3gln 7 gln Kontrol 3gln 7 gln

N-term pE HC:T1 EVQLVESGGGLVQPGR 1 0,94 1,16 1,36 1,56 1,64 2,04
C-term K HC:T40 SLSLSPGK 451 14,68 14,42 14,28 17,09 17,01 16,7
LC:T1 DIQMTQSPSSLSASVGDR 4 0,67 0,71 0,68 0,27 0,18 0,28

HC:T3 LSCAASGFI/FRDDYAMHW 34 1,38 518 5,55 1,28 0,65 0,89

Oksidasyon HC:T8 NSLYLQMNSLR 83 111 13 1,22 0,4 0,29 0,51

HC:T19 DTLMISR 256 4,17 4,93 5,29 3,53 24 4

WQQGNVFSCSVMHEALH

HC:T: 2 2 1 2,01 1,07 1,01 1,02

C:T39 NHYTOK 43 ,06 ,95 ,0 0 0 0

LC:T13 SGTASWCLLNNFYPR 137/138 0,27 03 0,89 03 0,28 0,28

HC:T8 NSLYLQMNSLR 77/84 0,24 0,31 0,76 04 0,44 0,78

HC:T24 WSVLTVLHQDWLNGK 319 0,37 0,47 0,82 0,67 0,79 0,68

Deamidasyon VEW
HC:T35 GFYPSDIANNYKESNGQPE 388/393/394 21 2,47 271 3,64 4,91 ND
’ WQQGNVFSCSVMHEALH
HC:T39 NHYTOK 425/438 ND 0,23 0,29 ND ND ND

Tablo 7. Termal

stres (50°C) kontrol ve stres Orneklerinin PTM

degerleri (%)

verilmistir.
BB OR
incir: i % Miktar

Modifikasyon 2 ci":Peptit Peptit Sekans1 Pozisyon ) i . i
Numarasi Kontrol 3gln 7 gin Kontrol 3gln 7 gun

N-term pE HC:T1 EVQLVESGGGLVQPGR 1 0,94 2,31 4,26 156 2,45 3,85
C-term K HC:T40 SLSLSPGK 451 14,68 137 14,22 17,09 16,74 16,7
LCT1 DIQMTQSPSSLSASVGDR 4 0,67 0,47 043 0,27 0,17 0,2

HC.T3 LSCAASGF-I\-/';DDYAMHW 34 1,38 297 2,51 1,28 ND ND

Oksidasyon HC:T8 NSLYLQMNSLR 83 1,11 0,85 0,73 04 03 0,29
HC:T19 DTLMISR 256 4,17 577 6,16 3,53 4,14 4,25

. WQQGNVFSCSVMHEALH

HC:T39 NHYTOK 432 2,06 2,39 2,32 1,07 134 1,47

LC:T13 SGTASWCLLNNFYPR 137/138 0,27 0,23 0,91 ND ND 0,45

HC:T8 NSLYLQMNSLR 77/84 0,24 0,31 09 04 0,28 0,81

HC:T24 WSVLTVLHQDWLNGK 319 0,37 05 1,04 0,67 0,65 0,77

Deamidasyon VEW
HC:T35 GFYPSDIA'\\INYKESNGQPE 388/393/39%4 21 2,04 1,06 3,64 343 4,91
WQQGNVFSCSVMHEALH
HC:T39 425/438 ND 0,23 1,2 ND ND 0,31
NHYTQK ' ' '
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4.3 Kimyasal Oksidasyon Stresi

Kimyasal oksidasyon stresi, 6rneklere son miktar1 %0,5 ve %1,5 H.O> olacak
sekilde H>O, eklenip 24 saat boyunca inkiibe edilerek gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiim drnekler bekletilmeden analiz edilmistir. Oksidasyon
ornekleri ile SE-UPLC, nr-CE-SDS, r-CES-SDS, iclEF, ve peptit haritalama
analizleri gercgeklestirilmistir. Gergeklestirilen analizlerin sonuglarinin 6zeti Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 8. Kimyasal Oksidasyon stresi sonuglari. Yiizde degerleri ortalama + SD olarak

verilmistir.
OR BB

Kontrol  05% H,0, P degeri 15% H,O, P degeri Kontrol 05% H,O, Pdegeri 15% H,0, P degeri
SEC Monomer 99,27+0,06 97,29+0,03  0,0003* 93,56+0,07 <0,0001* | 98,85+0,04 97,84+0,31 <0,0001* 96,10+0,72 <0,0001*
1gG 96,64+0,16 80,21+0,47 0,0085* 55,74+0,21  0,0058* | 95,74+0,53 82,02+0,50 <0,0001* 61,65+1,33 <0,0001*

CE-SbDS —MmM8@¥@™M

LC+HC 99,08+£0,01 96,50+0,07 0,0141* 94,05+0,04 0,0056* | 99,66+0,11 97,50£0,12 <0,0001* 95,54+0,35 <0,0001*
Ana Yiik Varyant1 78,69+0,76 63,37£1,22 0,0792  41,24+050 0,0046* | 76,27+0,74 64,25+1,74 <0,0001* 46,32+1,61 <0,0001*
iCE Toplam Asidik Varyantlar  17,06+0,71 32,21+1,41  0,0855  56,25+0,33  0,0058* | 21,12+0,44 32,70+1,53 <0,0001* 51,26+1,31 <0,0001*

Toplam Bazik Varyantlar ~ 4,26+0,49  4,43t0,21 04869  252+0,18  0,0449* | 2,75+0,42  3,05+0,30  0,04112 2,42+0,44  0,3063

*istatistiksel anlamli fark

OR oOrneklerine uygulanan oksidasyon stresi sonunda, iclEF analizi disinda
anlamli farklar gozlenmistir (Tablo 8). OR 6rneginin, 0,5% H20: ile inkiibasyonu
sonras1 iclEF analizi sonuglari, kontrol 6rnegine gore farklilik gostermemistir. BB
orneginin, 0,5% H20: ile inkiibasyonu sonrasi iclEF analizi sonugclari, kontrol
ornegine gore farklilik gostermistir (Tablo 8). OR ve BB 6rneklerinin, 1,5% H20- ile
inkiibasyonlar1 sonrast iclEF analizi sonuglari, kontrol 6rnegine gore farklilik
gostermistir. Bu sonuglar arasinda sadece stres uygulanmig BB 6rneginin toplam
bazik varyantlarinin, kontrol 6rnegine gore toplam bazik varyant seviyesinde anlaml

fark gortiilmemistir (p=0,82).
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43.1 SE-UPLC sonuglari

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarl sonuglari ile karsilastirlmustir. Iki H202 seviyesi ayr1 ayr1 gruplandirilarak

Sekil 24°de gosterilmistir.

Oksidasyon stresi olarak %0,5 H20: ile inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin monomer % degerlerinin ortalamalarinin kontrol monomer % degeri
ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %1,01 ve %1,97 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek
grubunun %1,5 H>0: ile inkiibasyonu sonunda monomer % degeri farki BB i¢in
%?2,76, OR igin %5,70 oldugu gozlenmistir. HMW miktari, %0,5 H20: ile inkiibe
edilen kosulda, BB 6rnegi i¢in %0,06 ve OR &rnegi i¢in %0,04 oraninda artmustir;
%1,5 H20: ile inkiibe edilen kosulda, BB 6rnegi icin %0,16, OR 6rnegi i¢in %0,11

oraninda artmustir.

Oksidasyon stresi uygulanan oOrneklerin % monomer degerleri ile H20:
seviyesine karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirnlmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermistir (p=0,0019). Elde edilen egri, Sekil 24°te verilmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan BB ve OR 6rnekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin kromatogramlari Sekil 25°te
verilmistir. BB ve OR 6rneklerinde, H20> yiizdesi ile dogru orantili olarak 6zellikle
LMW miktarinin arttigi gozlenmistir. Ayrica, BB ve OR 6rneklerinin ikisinde de

monomer pikinde omuz olusumu gézlenmistir.
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SE-UPLC:Monomer
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Sekil 24. Oksidasyon stresi, SE-UPLC analizi ile elde edilen monomer alant %

sonuglari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglar (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

Absarbans (AU}

BB, %1.5 H,0, ile inkilbasyon
BB, %0.5 H,0, ile inkilbasyon
BB, stres uygulanmanig

FB kor mek , %15 H.0,

ile inkibasyon

Akonma zamam

OR, %15 H,0, ile inkubasyon
OR, %05 H,0; ile inkibasyon
OR, stres uygulanmamig

FB kor dmek , %1.5 H,0,

ile inkilbasyon
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Sekil 25. Oksidasyon stresi uygulanan drneklerin karsilastirmali UV kromatogramlari
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4.3.2 nrCE-SDS sonuglari

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarl sonuglari ile karsilastirlmustir. Iki H202 seviyesi ayr1 ayr1 gruplandirilarak

Sekil 26°da gosterilmistir.

Oksidasyon stresi olarak %0,5 H20: ile inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin IgG % degerlerinin ortalamalarini kontrol IgG % degeri ortalamasindan
farklar sirastyla, %14 ve %16 olarak belirlenmistir. Ayni1 6rnek grubunun %1,5 H20-

ile inkiibasyonu sonunda monomer % degeri farki BB i¢in %34, OR i¢in %41 oldugu

gozlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan Orneklerin % monomer degerleri ile H20:
seviyesine karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirllmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermistir (p=0,0001). Elde edilen egri Sekil 26’da verilmistir.

nrCE-SDS: IgG
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Sekil 26. Oksidasyon stresi, nrCE-SDS analizi ile elde edilen toplam 1gG TCA %
sonuclari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.
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Oksidasyon stresi uygulanan BB ve OR o6rnekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin ntCE-SDS elektrogramlari
Sekil 27°de verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin ntCE-SDS elektrogramlarinda, H2O>
miktar1 ile dogru orantili sekilde LMW miktarlarinin belirgin artis1 gozlenmistir.
Hafif zincirin (LC) koparak, agir-agir-hafif zincir (HHL), agir-agir (HH) ve LC basta

olmak lizere LMW tiirlerinin arttig1 gézlenmistir.
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Sekil 27. Oksidasyon stresi uygulanan orneklerin karsilastirmali nrtCE-SDS PDA

elektrogramlari
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4.3.3 rCE-SDS sonuglar

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarl sonuglari ile karsilastirlmustir. Iki H202 seviyesi ayr1 ayr1 gruplandirilarak

Sekil 28’de gosterilmistir.

Oksidasyon stresi olarak %0,5 H20- ile inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin LC&HC % degerlerinin ortalamalarinin kontrol LC&HC % degeri
ortalamasindan farklar sirasiyla, %2,16 ve %2,58 olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek
grubunun %1,5 HO; ile inkiibasyonu sonunda LC&HC % degeri farki BB igin
%4,11, OR i¢in %5,03 oldugu gozlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan 6rneklerin % LC&HC degerleri ile H2O seviyesine
kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer egrilerinin egimleri
karsilastirilmistir. BB ve OR icin elde edilen egriler farklilik gdstermemistir
(p=0,0609). Elde edilen egri Sekil 28’de verilmistir.

rCE-sDS: LC & HC
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Sekil 28. Oksidasyon stresi, rCE-SDS analizi ile elde edilen toplam LC&HC %
sonuglari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.
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Sekil 29. Oksidasyon stresi uygulanan orneklerin karsilastirmali rCE-SDS PDA

elektrogramlari

Oksidasyon stresi uygulanan BB ve OR 6rnekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlari
Sekil 29°da verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlarinda, MMW
tirleri gézlenmemistir. Ancak, iki 6rnekte de, LC pikinin H2O> ile dogru orantili

olarak omuz olusturdugu gézlenmistir.
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4.3.4 iclEF sonuglar

Uc farkli BB serisinin iki tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarl sonuglari ile karsilastirlmustir. Iki H202 seviyesi ayr1 ayr1 gruplandirilarak

Sekil 31°de gosterilmistir.

Oksidasyon stresi olarak %0,5 H20: ile inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin ana yiik varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol ana yiik varyanti
% degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %12,01 ve %15,32 olarak belirlenmistir.
Ayni1 6rnek grubunun %1,5 H20z ile inkiibasyonu sonunda ana yiik varyanti % degeri

farki BB i¢in %29,95, OR i¢in %37,46 oldugu gozlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan 6rneklerin % ana yiik varyanti degerleri ile H20;
seviyesine karst lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirllmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermistir (p=0,0013). Elde edilen egri Sekil 31°de verilmistir.

7.9
10.2

Absortiars (AU)
3% 0B 8 g5 : 4 & g B 3

Sekil 30. Oksidasyon stresi uygulanan orneklerin karsilastirmali iclEF UV

elektrogramlari
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Oksidasyon stresi uygulanan BB ve OR oOrneklerinin, stres uygulanmis
formiilasyon tamponu ve stres uygulanmamigs BB ve OR oOrneklerinin icIEF
elektrogramlar1 Sekil 30’da verilmistir. BB ve OR 6rneklerinde oksidasyon stresi
sonucunda H2O2 miktar1 ile dogru orantili olarak asidik yiik varyantlarinin arttig

gozlenmistir. Artan asidik yiik varyantlarinin pl araligt §8,4-8,8 arasinda

degismektedir.
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Sekil 31. iclEF analizi ile elde edilen toplam ana yiik varyant1 % sonuglar1. Sonuglar
gruplandirilarak ortalama + SD sonuclar1 (iist) ve lineer egrileri (alt) olarak

verilmistir.

Oksidasyon stresi olarak %0,5 H20: ile inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin asidik yiik varyantt % degerlerinin ortalamalarinin kontrol asidik yiik
varyantt % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %11,58 ve %15,15 olarak
belirlenmistir. Ayni 6rnek grubunun %1,5 H20z ile inkiibasyonu sonunda asidik ytik

varyanti % degeri farki1 BB i¢in %30,14, OR i¢in %39,19 oldugu gézlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan 6rneklerin % asidik yiik varyanti degerleri ile H20:

seviyesine karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
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egrilerinin egimleri karsilagtirllmisgtir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermistir (p=<0,0001). Elde edilen egri Sekil 32’de verilmistir.

Oksidasyon stresi olarak %0,5 H20; ile inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)

orneklerinin bazik ylik varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol bazik yiik

varyantt % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,31 ve %0,17 olarak

belirlenmistir. Ayni 6rnek grubunun %1,5 H20: ile inkiibasyonu sonunda bazik yiik

varyant1 % degeri farki BB i¢in %0,33, OR i¢in %1,74 oldugu gézlenmistir.
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Sekil 32. Oksidasyon stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam asidik yiik varyanti

% sonuglar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonugclar (iist) ve lineer egrileri

(alt)
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Sekil 33. Oksidasyon stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam bazik yiik varyant1 %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglar1 (iist) ve lineer egrileri

(alt)

Oksidasyon stresi uygulanan 6rneklerin % bazik yiik varyanti degerleri ile H20:
seviyesine karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirnlmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermistir (p=0,0082). Elde edilen egri Sekil 33’te verilmistir.

4.3.5 Peptit haritalama sonuglari

BB ve OR o6rneklerinin kimyasal oksidasyon stresi sonrasinda N-term pE ve C-

term K seviyelerinde biiyiik bir degisiklik gézlenmemistir.

BB ve OR 6rneklerinin her iki seviyede uygulanan oksidasyon stresinde, triptik
peptitlerde bulunan Met aminoasidindeki oksidasyon miktarlar1 Tablo 9’da
verilmistir. BB 6rneginin 24 saat %]1,5 H20; inkiibasyonu sonunda, LC:T1, HC:T3,
HC:T8, HC:T19, ve HC:T39 peptitlerinde oksidasyon artislar1 sirasiyla, %22,18,
%82,34, %27,70, %95,83, ve %97,00 olarak 6l¢iilmiistiir. OR 6rneginin 24 saat %1,5
H>O> inkiibasyonu sonunda, LC:T1, HC:T3, HC:TS8, HC:T19, ve HC:T39

74



peptitlerinde oksidasyon artislar1 sirasiyla, %17,92, %82,24, %20,39, %96,47, ve
%97,38 olarak oOl¢lilmiistiir (Tablo 9). BB ve OR 6rneklerinin HC:T19 ve HC:T39
peptitlerinde oksitlenme seviyeleri %0,5 H.O; ile inkiibasyonu sonunda doygunluga
ulasarak, %1,5 H20: ile inkiibasyonu sonunda Oolciilen seviyeler ile farklilik

gostermemiglerdir (Tablo 9).

Tablo 9. Oksidasyon stresi kontrol ve stres Orneklerinin PTM degerleri (%)

verilmistir.
BB OR
incir: i % Miktar
Modifikasyon Zincir:Peptit Peptit Sekansi Pozisyon B
Numarasi Kontrol %0,5 %15 Kontrol %0,5 %15
N-term pE HC:T1 EVQLVESGGGLVQPGR 1 0,94 09 1,09 1,56 1,32 1,51
C-term K HC:T40 SLSLSPGK 451 14,68 13,22 14,87 17,09 15,12 19,27
LCT1  DIQMTQSPSSLSASVGDR 4 0,67 10,29 22,85 027 15,65 18,19
HC:T3 "SCAAS?;I;DDYAMH 34 1,38 72,67 83,72 1,28 74,21 83,48
Oksidasyon ,~rq NSLYLQMNSLR 83 1,11 1528 2881 04 20,80 20,79
HC:T19 DTLMISR 256 417 100 100 353 100,00 100,00
. WQQGNVFSCSVMHEALH
HC:T39 NHYTOK 432 2,06 98,57 99,06 1,07 98,43 98,45
LCT13 SGTASWCLLNNFYPR  137/138 027 025 0,77 03 059 0,47
HC:T8 NSLYLQMNSLR 77/84 024 025 03 04 0,60 0,61
Deamidasyon HC:T24  WSVLTVLHQDWLNGK 319 0,37 0,34 071 067 047 0,65
HC:T35 GFYPSD'A,\IVNEY“K“ ESNGQPE sogi303i304 21 2,09 291 364 3,87 431

4.4  Asidik (pH 3,5) Kosulda Inkiibasyon

Asidik pH stresi, orneklere 1:1 oraninda 100mM sitrik asit pH 3,0 soliisyonu
eklenip 24 saat ve 72 saat boyunca inkiibe edilerek gergeklestirilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda tiim Ornekler bekletilmeden analiz edilmistir. Peptit haritalama
disindaki analizlerde % degisim hesaplanamayacak kadar degradasyon goriilmiistiir.
Peptit haritalama sonuglarinda ise yiiksek oranda modifikasyonlar ve tespit
edilemeyen peptitler mevcuttur. Bu nedenle, 6rneklere 1:1 oraninda 100mM sitrik asit
pH 3.5 soliisyonu eklenip 3 saat ve 6 saat boyunca inkiibe edilmislerdir (5).
Orneklerin bekletilmeden SE-UPLC, nr-CE-SDS, r-CES-SDS, iclEF analizleri
gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen analizlerin sonuglarinin 6zeti Tablo 10’de

verilmistir.
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Tablo 10. Asidik (pH 3,5) kosul stresi sonuglari. Yiizde degerleri ortalama + SD

olarak verilmistir.

OR BB
Kontrol 3 saat P degeri 6 saat P degeri Kontrol 3 saat P degeri 6 saat P degeri
SEC Monomer 98,96+0,01 98,85+0,01 0,0013* 98,78+0,02 0,0064* 99,47+0,14  99,48+0,09 0,0075* 99,46+0,06 0,0033*
19G 97,04+0,13  96,570,05 0,0523 96,42+0,06 0,0321* 95,66+0,43  95,49+0,36 0,2625 95,35+0,09 0,1954
CE-SDS e —
LC+HC 98,83+0,03 98,75+0,02 0,1110 98,77+0,02 0,2150 99,66+0,11  99,42+0,05 0,9801 99,56+0,05 0,9435
Ana Yiik Varyanti 80,71+1,25 77,77+0,05 0,2531 76,36%0,08 0,1845 76,27x0,74  76,77+1,04 0,6539 74,090,84 0,0223*
iCE Toplam Asidik Varyantlar ~ 15,86+1,17 17,64+0,21 0,3142 19,33+0,02 0,2001 21,12+0,44 19,65+0,93 0,0447* 22,380,78 0,0453*
Toplam Bazik Varyantlar 3,44£0,08  4,59+0,21 0,1177 4,32+0,09 0,1524 2,62+0,49  3,53+0,36 0,0567 3,58+0,14 0,0135*

*istatistiksel anlamh fark

BB ve OR 6rneklerine uygulanan asidik pH (pH 3,5) stresi sonunda, iki 6rnegin
% monomer sonug¢larinda kontrollerine gore anlaml farklar gézlenmistir (Tablo 10).
Bunun disinda, OR 6rneginin 6 saat inkiibasyondan sonra % IgG sonucu kontrole
gore anlamli olarak farkli ¢ikmistir (p=0,0321). BB Orneginin, icIEF analizi ile
Olgiilen % ana yilik varyanti 6 saat inkiibasyondan (p=0,0223), ve % bazik yiik
varyanti 3 saat inkiibasyondan sonra (p=0,0135) anlamli 6l¢iide farkli sonug¢ vermistir
(Tablo 10).

OR o0rneginin, 0,5% H20: ile inkiibasyonu sonrasi iclEF analizi sonuglari,
kontrol o6rnegine gore farklilik gostermemistir. BB o6rneginin, 0,5% H20: ile
inkiibasyonu sonrasit iclEF analizi sonuglari, kontrol ornegine gore farklilik
gostermistir (Tablo 8). OR ve BB 6rneklerinin, 1,5% H»O: ile inkiibasyonlari sonrasi
iclEF analizi sonuglari, kontrol 6rnegine gore farklilik gdstermistir. Bu sonuglar
arasinda sadece stres uygulanmigs BB 6rneginin toplam bazik varyantlarinin, kontrol

ornegine gore toplam bazik varyant seviyesinde anlamli fark gériilmemistir (p=0,82).
44.1 SE-UPLC sonuglar

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin iig
tekrarli sonuglar1 ile karsilastirilmistir. iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayr
gruplandirilarak Sekil 34’te gosterilmistir.
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Asidik pH (pH 3,5) kosulunda 3 saat inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin monomer % degerlerinin ortalamalarinin kontrol monomer % degeri
ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,05 ve %0,12 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek
grubunun 6 saat inkiibasyonu sonunda monomer % degeri farki BB i¢in 9%0,03, OR

icin %0,18 oldugu gozlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan drneklerin % monomer degerleri ile inkiibasyon
zamanina karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermemistir (p=0,11). Elde edilen egri Sekil 34’te verilmistir.

Asidik pH stresi uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin kromatogramlari Sekil 35°te
verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin kromatogramlarinda, 3 saatlik ve 6 saatlik asidik

pH inkiibasyon sonunda gozle goriiliir bir farklilik tespit edilmemistir.

SE-UPLC: Monomer

100

Monomer Alani (%)
jj
*
fj *
*

98

100

Monomer Alani (%)

Sekil 34. Asidik pH stresi, SE-UPLC analizi ile elde edilen monomer alani %
sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.
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Sekil 35. Asidik stres uygulanan 6rneklerin karsilagtirmali UV kromatogramlari
4.4.2 nrCE-SDS sonuglari

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR 6rneginin iic
tekrarli sonuclar ile karsilastirilmustir. Iki farkli inkiibasyon grubu ayr1 ayr

gruplandirilarak Sekil 36°da gosterilmistir.

Asidik pH (pH 3,5) kosulunda 3 saat inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin IgG % degerlerinin ortalamalarinin kontrol IgG % degeri ortalamasindan

farklar1 sirasiyla, %0,17 ve %0,47 olarak belirlenmistir. Ayni1 6rnek grubunun 6 saat
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inkiibasyonu sonunda IgG % degeri farki BB i¢in %0,31, OR i¢in %0,62 oldugu

gozlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan orneklerin % IgG degerleri ile inkiibasyon
zamanina karsit lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirnlmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermemistir (p=0,27). Elde edilen egri Sekil 36’da verilmistir.

nrCE-SDS: IgG
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Sekil 36. Asidik pH stresi, nrCE-SDS analizi ile elde edilen toplam IgG TCA %
sonuglari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

Asidik pH stresi uygulanan BB ve OR 6rnekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlari
Sekil 37°de verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlarinda, LMW

piklerinde artis g6zlenmemistir.
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Sekil 37. Asidik stres uygulanan Orneklerin karsilagtirmali nrCE-SDS PDA

elektrogramlari

443 rCE-SDS sonuglari

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin iig
tekrarli sonuglar1 ile karsilastinlmistir. Iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayr

gruplandirilarak Sekil 38°de gdsterilmistir.

Asidik pH (pH 3,5) kosulunda 3 saat inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin LC&HC% degerlerinin ortalamalarinin kontrol LC&HC % degeri
ortalamasindan farklar sirasiyla, %0,01 ve %0,08 olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek
grubunun 6 saat ile inkiibasyonu sonunda LC&HC % degeri farki BB i¢in %0,01, OR

icin %0,06 oldugu gozlenmistir.
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Oksidasyon stresi uygulanan orneklerin % LC&HC degerleri ile inkiibasyon

zamanina karst lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer

egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR igin elde edilen egriler farklilik

gostermemistir (p=0,61). Elde edilen egri Sekil 38°de verilmistir.
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Sekil 38. Asidik pH stresi, rCE-SDS analizi ile elde edilen toplam LC&HC %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonugclari (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

Asidik pH stresi uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon

tamponu ve stres uygulanmamig BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlari

Sekil 39°da verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlarinda, MMW

olusumu veya ng-HC pikinde artig gézlenmemistir.
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Sekil 39. Bazik stres uygulanan oOrneklerin karsilastirmali rCE-SDS PDA

elektrogramlari
4.4.4 iclEF sonuglar

Ug farkli BB serisinin iki tekrarli sonuglari gruplandirilarak OR &rneginin iki
tekrarli sonuglar1 ile karsilastinlmistir. Iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayr

gruplandirilarak Sekil 41°de gdsterilmistir.

Asidik pH (pH 3,5) kosulunda 3 saat inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin ana yiik varyant1 % degerlerinin ortalamalarinin kontrol ana yiik varyanti
% degeri ortalamasindan farklar sirasiyla, %0,50 ve %2,94 olarak belirlenmistir.
Ayn1 6rnek grubunun 6 saat inkiibasyonu sonunda ana yiik varyant1 % degeri farki

BB i¢in %2,18, OR i¢in %4,35 oldugu gézlenmistir.
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Oksidasyon stresi uygulanan orneklerin % ana ylik varyantt degerleri ile
inkiibasyon zamanina kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler

farklilik gostermemistir (p=0,10). Elde edilen egri Sekil 41’de verilmistir.

Asidik pH stresi uygulanan BB ve OR Orneklerinin, stres uygulanmis
formiilasyon tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR oOrneklerinin iclEF
elektrogramlart Sekil 40°de verilmistir. BB ve OR orneklerinde, asidik pH
inkiibasyonu sonucunda ana yiik pikinde az miktarda pl kaymasi gozlenmistir.

Belirgin sekilde asidik veya bazik pik artis1 gozlenmemistir.
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Sekil 40. Asidik stres uygulanan 6rneklerin karsilastirmali iclEF UV elektrogramlari
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Sekil 41. Asidik pH stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam ana yiik varyantt %
sonuglari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

Asidik pH (pH 3,5) kosulunda 3 saat inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin asidik yiik varyantt % degerlerinin ortalamalarinin kontrol asidik yiik
varyanti % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %1,46 ve %]1,78 olarak
belirlenmistir. Ayni1 6rnek grubunun 6 saat inkiibasyonu sonunda ana yiik varyant1 %

degeri farki BB icin %1,27, OR i¢in %3,47 oldugu gézlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan Orneklerin ana %yiik varyanti degerleri ile
inkiibasyon zamanina kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler

farklilik gostermemistir (p=0,12). Elde edilen egri Sekil 42°de verilmistir.
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Sekil 42. Asidik pH stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam asidik yiik varyant1 %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonugclari (iist) ve lineer egrileri

(alt)

Asidik pH (pH 3,5) stresi olarak 3 saat inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin bazik yilik varyant1 % degerlerinin ortalamalarinin kontrol bazik yiik
varyanti % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,92 ve %0,88 olarak
belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun 6 saat inkiibasyonu sonunda bazik yiik varyanti

% degeri farki BB i¢in %0,96, OR icin %1,16 oldugu gézlenmistir.

Asidik pH (pH 3,5) stresi uygulanan drneklerin % bazik yiik varyanti degerleri
ile inkiibasyon zamanina karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilagtirlmistir. BB ve OR icin elde edilen egriler

farklilik gostermemistir (p=0,67). Elde edilen egri Sekil 43’de verilmistir.
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Sekil 43. Asidik pH stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam bazik yiik varyanti %

sonuclari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt)
445 Peptit haritalama sonuglari

Asidik pH stresi uygulamasi sonrasinda BB ve OR orneklerinde C-term K
seviyelerinde azalma ve pE seviyelerinde artig tespit edilmisti. BB ve OR
orneklerinin pH 3,0 kosulunda 3 giin inkiibasyonu sonunda N-term pE artisi, sirasiyla,
%1,93 ve %2,09 olarak ol¢iilmiistiir. BB ve OR orneklerinin, 1 giinliik inkiibasyon
sonunda C-term K seviyesindeki azalma sirasiyla, %2,73 ve %2,87 olarak
olgiilmiistiir. Inkiibasyonun 3 giin uygulandig1 kosulda C-term K seviyelerinin BB

icin %1,56 oraninda, OR i¢in %4,55 oraninda azaldig1 gézlenmistir (Tablo 12).

Asidik kosullar altindaki inkiibasyon sonunda, BB ve OR 0&rneklerinin
oksidasyon seviyelerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Sadece HC:T19 peptidi, BB
orneginde 1 giinliik inkiibasyon sonunda %3,63 ve 3 giinliik inkiibasyon sonunda

%2,66 artis gostermistir; OR 6rneginde bu peptit tespit edilmemistir (Tablo 12).

86



Asidik stres inkiibasyonunun 3. giiniinde, BB ve OR orneklerinde deamidasyon
seviyelerinin arttig1 peptitler gézlenmistir. En yiiksek deamidasyon artislari sirasiyla,
BB 6rnegi i¢in LC:T13 peptidinde %0,98 oraninda, OR 6rneginin HC: T35 peptidinde
ise %5,87 olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 12).

Tablo 11. Asidik pH stresi kontrol ve stres Orneklerinin PTM degerleri (%)

verilmistir.
BB OR
incir: i % Miktar
Modifikasyon Zincir:Peptit Peptit Sekans1 Pozisyon ’
Numarasi Kontrol 24 sa 72 sa Kontrol 24sa 72sa
N-term pE HC:T1 EVQLVESGGGLVQPGR 1 094 16 2,87 1,56 2,51 365
C-term K HC:T40 SLSLSPGK 451 14,68 11,95 13,12 17,09 14,22 12,54
LCTL DIQMTQSPSSLSASVGDR 4 0,67 047 047 027 013 026
HC:T3 "SCAASGFT;DDYAMHWV 4 138 102 146 128 ND ND
Oksidasyon HC:T8 NSLYLQMNSLR 83 111 058 077 04 0,32 045
HC:T19 DTLMISR 256 417 78 6,83 353 ND ND
HCTag  WQQONVFSCSVMHEALHN 0 206 085 098 107 ND ND
HYTQK
LCT13 SGTASWCLLNNFYPR 137/138 0,27 ND 1,25 03 ND 055
HC:T8 NSLYLQMNSLR 77/84 024 047 0,67 04 05 095
Deamidasyon  HC.T24 WWSVLTVLHQDWLNGK 319 0,37 05 08 0,67 ND ND
HC:T35 GFYPSD'AVE\‘(’&ESNGQPENN 388/393/394 21 1,81 1,51 3,64 843 951

45 Bazik (pH 9) Kosulda inkiibasyon

Bazik pH stresi, orneklere 1:1 oraninda 100mM sodyum bikarbonat pH 9,0
solisyonu eklenip 24 saat ve 72 saat boyunca inkiibe edilerek gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda tiim 6rnekler bekletilmeden analiz edilmistir. Orneklerin
bekletilmeden ~ SE-UPLC,  nrCE-SDS, rCES-SDS, iclEF  analizleri
gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen analizlerin sonuglarinin 6zeti Tablo 13’te

verilmistir.

BB ve OR 6rneklerine uygulanan bazik pH (pH 9,0) stresi sonunda, iki drnegin
72 saatlik inkiibasyon sonunda yapilan analizlerinin sonucu, kontrol 6rnegi sonucuna
gore anlamli olarak farkli ¢ikmistir (Tablo 12). Bunun yani sira, BB ve OR
orneklerinin 24 saatlik inkiibasyonu sonunda, %IgG sonucu disinda elde edilen
sonuglarinin kontrol ornegi ile karsilastirildiginda anlamli olarak farkli ¢iktigi

goriilmistiir (Tablo 12).
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Tablo 12. Bazik (pH 9,0) kosul stresi sonuglari. Yiizde degerleri ortalama & SD olarak

verilmistir.
OR BB
Kontrol 1gin P degeri 3gin P degeri | Kontrol 1giin P degeri 3gin P degeri
SEC Monomer 99,27+0,06 98,52+0,05 0,0076* 97,85+0,04 0,0019* | 98,85+0,04 97,32+0,15 <0,0001*  96,29+0,12 <0,0001*
1gG 96,64+0,16  95,36+0,81 0,2218 94,72+0,15 <0,0001*| 95,66+0,43 94,39+0,89 0,0501 94,23+0,23 <0,0001*
CE-SDS _—

LC+HC 99,08+0,01 98,48+0,19 0,0459* 96,86+0,03 0,0001* | 99,44+0,11 99,08+0,07  <0,0001*  97,59+0,20 <0,0001*
Ana Yiik Varyanti 78,69+0,76  64,79+0,42 0,0150* 39,78+0,22 0,0152* | 76,27+0,74 61,72+0,49  <0,0001*  37,65+1,40 <0,0001*
iCE Toplam Asidik Varyantlar  17,06+0,30 31,72+0,30 0,0169* 51,29+0,03 0,0122* | 21,12+0,44 3543054  <0,0001*  52,93+1,22 <0,0001*
Toplam Bazik Varyantlar 3,26+0,05  3,50+0,12 0,1781 9,72+0,25 0,0283* | 2,45+0,32  2,85+0,21 0,0150* 9,42+0,60 <0,0001*

*istatistiksel anlamli fark

45.1 SE-UPLC sonuclan

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin iig
tekrarli sonuglar1 ile karsilastirilmistir. Iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayr

gruplandirilarak Sekil 44°de gosterilmistir.

Bazik pH 9,0 kosulunda 24 saat inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3) 6rneklerinin
monomer % degerlerinin ortalamalarinin kontrol monomer % degeri ortalamasindan
farklar1 sirastyla, %1,54 ve %0,74 olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun 72 saat
inkiibasyonu sonunda monomer % degeri farki1 BB i¢in %2,56, OR i¢in %1,42 oldugu
gozlenmistir. Bazik pH 9,0 kosulunda 24 saat ve 72 saat inkiibasyon sonunda, BB
agregasyon artist, sirasiyla, %1,13 ve 1,48 olarak 6l¢iilmiistiir. Ayni stres kosullarinda
OR 0rnedi i¢in agregasyon artis1 24 saat i¢cin %0,16 ve 72 saat i¢in %0,41 olarak

Olclilmiistiir.

Oksidasyon stresi uygulanan drneklerin % monomer degerleri ile inkiibasyon
zamanina karst lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermemistir (p=0,32). Elde edilen egri Sekil 44°de verilmistir.

Bazik pH stresi uygulanan BB ve OR ornekleri, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamig BB ve OR 6rneklerinin kromatogramlari Sekil 45°te

verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin kromatogramlarinda, 24 saatlik ve 72 saatlik bazik
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pH inkiibasyonu sonunda HMW ve LMW miktarlarinda, inkiibasyon siiresi ile dogru

orantili bir artig oldugu gozlenmistir.
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Sekil 44. Bazik pH stresi, SE-UPLC analizi ile elde edilen monomer alan1 %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.
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Sekil 45. Bazik stres uygulanan 6rneklerin karsilastirmali UV kromatogramlari
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45.2 nrCE-SDS sonuglar

Uc farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin ii¢
tekrarli sonuclar1 ile karsilastirilmistir. Iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayri

gruplandirilarak Sekil 46°da gosterilmistir.

Bazik pH (pH 9,0) kosulunda 24 saat inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin %19G degerlerinin ortalamalarinin, kontrol IgG % degeri ortalamasindan
farklar1 sirastyla, %1,28 ve %1,28 olarak belirlenmistir. Ayn1 6rnek grubunun 72 saat
inkiibasyonu sonunda IgG % degeri farki BB i¢in %1,43, OR i¢in %1,92 oldugu

gozlenmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan o6rneklerin % IgG degerleri ile inkiibasyon
zamania karst lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilagtirllmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermemistir (p=0,41). Elde edilen egri Sekil 46’da verilmistir.

nrCE-SDS: IgG
100+
- ok k
93] =2
X 964 ‘[___________W
: A_‘tﬁ OH %
Sl g
A
92
90 T : I I : I
> - 3 > ¢ :
*SP Nq“o . § +°.,° \@* »_,qoe
BB
OR
100
98+
= .4
= 96 e I
: \§ e —
S 94+
92
90 T X I
& & &;

Sekil 46. Bazik pH stresi, nrCE-SDS analizi ile elde edilen toplam 1gG TCA %
sonuclari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

90



Safsiziiklar, LMW

Sekil 47. Bazik stres uygulanan Orneklerin karsilastirmali nrCE-SDS PDA

elektrogramlari

Bazik pH stresi uygulanan BB ve OR 0Ornekleri, stres uygulanmig formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlari
Sekil 47°de verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin nrCE-SDS elektrogramlarinda, bazik
pH inkiibasyon siiresi ile dogru orantili sekilde LMW miktarlarinda artis g6zlenmistir.

Ozellikle glikolize olmamis IgG (ng-IgG) miktarinda artis oldugu gdzlenmistir.

45.3 rCE-SDS sonuclan

Ug farkli BB serisinin ii¢ tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR &rneginin iig
tekrarli sonuglar1 ile karsilastirilmuistir. iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayr
gruplandirilarak Sekil 48°de gosterilmistir.
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Bazik pH (pH 9,0) kosulunda 24 saat inkiibe edilen BB (n=9) ve OR (n=3)
orneklerinin LC&HC % degerlerinin ortalamalarinin kontrol LC&HC % degeri
ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %0,36 ve %0,60 olarak belirlenmistir. Ayni 6rnek
grubunun 72 saat inkiibasyonu sonunda LC&HC % degeri farki BB i¢in %1,85, OR
icin %2,22 oldugu gozlenmistir.

rCE-SDS: LC & HC

I
@

b,
I
*j*

L

Toplam LC&HC Alani (%)
I

100+

w0
o
1
/
>

©
S
1

Toplam LC&HC Alani (%)
o
3
1

Sekil 48. Bazik pH stresi, rCE-SDS analizi ile elde edilen toplam LC&HC %
sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglart (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

Oksidasyon stresi uygulanan 6rneklerin % LC&HC degerleri ile inkiibasyon
zamanina karst lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR lineer
egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler farklilik

gostermistir (p=0,0367). Elde edilen egri Sekil 48’de verilmistir.

Bazik pH stresi uygulanan BB ve OR 0Ornekleri, stres uygulanmig formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamig BB ve OR 0Orneklerinin rCE-SDS elektrogramlari
Sekil 49’da verilmistir. BB ve OR 6rneklerinin rCE-SDS elektrogramlarinda, bazik
pH inkiibasyon sonunda LMW ve MMW tiirlerinin olustugu gézlenmistir.

92



Absorbans (AL

Absorbans (AU}

BB, pH 9, 72 saat e
BB, pH 9, 24 saat

BB, stres uygulanmanig

none FB kor ornek , pH 9, 72 saal

OR, pH 9'da inkibasyon
OR, pH 9'da inkiibasyon
OR, stres uygulanmamig
FB kér mek , pH 9'da inklibasyon

HC

‘ Safsizliklar, MMW

HC

LC

Safsizliklar, MMW

ng-HG

90 2l 1
Migrasyon zaman (dk)

Sekil 49. Bazik stres

elektrogramlari

4.5.4 iclEF sonuglar

uygulanan Orneklerin karsilagtirmali

rCE-SDS PDA

Ug farkli BB serisinin iki tekrarli sonuglar1 gruplandirilarak OR 6rneginin iki

tekrarli sonuglar1 ile karsilastinlmistir. Iki farkli inkiibasyon grubu ayri ayr

gruplandirilarak Sekil 51°de gosterilmistir.

Bazik pH (pH 9,0) kosulunda 24 saat inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)

orneklerinin ana yiik varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol ana yiik varyant:

% degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %14,55 ve %13,90 olarak belirlenmistir.
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Ayn1 6rnek grubunun 72 saat inkiibasyonu sonunda ana yiik varyanti % degeri farki
BB i¢in %38,62, OR i¢in %39,70 oldugu gozlenmistir.

Bazik pH stresi uygulanan orneklerin % ana yiikk varyanti degerleri ile
inkiibasyon zamanina karsi lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilagtirlmigtir. BB ve OR icin elde edilen egriler

farklilik gostermemistir (p=0,33). Elde edilen egri Sekil 51°de verilmistir.

Apsutas Al)

Sekil 50. Bazik stres uygulanan 6rneklerin karsilastirmali iclEF UV elektrogramlar:

Bazik pH stresi uygulanan BB ve OR 6rneklerinin, stres uygulanmis formiilasyon
tamponu ve stres uygulanmamis BB ve OR 6rneklerinin iclEF elektrogramlart Sekil
50’de verilmistir. BB ve OR orneklerinde, bazik pH inkiibasyonu siiresi ile dogru
orantili olarak asidik piklerde artis gozlenmistir. Artan asidik piklerin pI aralig1 8,6-

8,8 arasindadir.
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Sekil 51. Bazik pH stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam ana yiik varyanti1 %
sonuglari. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt) olarak verilmistir.

Bazik pH (pH 9,0) kosulunda 24 saat inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin asidik yiik varyantt % degerlerinin ortalamalarinin kontrol asidik yiik
varyantt % degeri ortalamasindan farklar1 sirasiyla, %14,31 ve %14,66 olarak
belirlenmistir. Ayni 6rnek grubunun 72 saat inkiibasyonu sonunda asidik yiik

varyant1 % degeri farki BB icin %31,82, OR i¢in %34,23 oldugu gozlenmistir.

Bazik pH stresi uygulanan orneklerin % asidik yiik varyanti degerleri ile
inkiibasyon zamanina kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilastirilmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler

farklilik gostermemistir (p=0,27). Elde edilen egri Sekil 52’de verilmistir.
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Sekil 52. Bazik pH stresi, iclEF analizi ile elde edilen toplam asidik yiik varyant1 %

sonuclar1. Sonuglar gruplandirilarak ortalama + SD sonuglari (iist) ve lineer egrileri

(alt)

Bazik pH (pH 9,0) kosulunda 24 saat inkiibe edilen BB (n=6) ve OR (n=2)
orneklerinin bazik yilik varyanti % degerlerinin ortalamalarinin kontrol bazik yiik
varyanti % degeri ortalamasindan farklart sirasiyla, %0,40 ve %0,24 olarak
belirlenmistir. Ayn16rnek grubunun 72 saat inkiibasyonu sonunda bazik yiik varyanti

% degeri farki BB i¢in %6,97, OR i¢in %6,46 oldugu gozlenmistir.

Bazik pH stresi uygulanan orneklerin % bazik yik varyanti degerleri ile
inkiibasyon zamanina kars1 lineer egrileri olusturulmustur. Elde edilen BB ve OR
lineer egrilerinin egimleri karsilagtirnlmistir. BB ve OR i¢in elde edilen egriler

farklilik gostermemistir (p=0,67). Elde edilen egri Sekil 53’de verilmistir.
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Sekil 53. iclEF analizi ile elde edilen toplam bazik yiik varyant1 % sonuglari. Sonuglar

gruplandirilarak ortalama + SD sonugclari (iist) ve lineer egrileri (alt)

45.5 Peptit haritalama sonuclari

BB ve OR orneklerinin bazik pH kosulunda inkiibasyonu sonrasinda N-term pE
seviyelerinde artis gézlenmistir. Bazik kosullarda 3 giin inkiibasyon sonrasinda, BB
ve OR orneklerinin N-term pE artis1, sirasiyla, %1,69 ve %1,83 olarak gézlenmistir
(Tablo 14).

BB ve OR orneklerinin bazik pH kosulunda inkiibasyonu sonrasinda C-term K
seviyelerinde diisiis g6zlenmistir. Bazik kosullarda 3 giin inkiibasyon sonrasinda, BB
ve OR orneklerinin C-term K diisiisii, sirasiyla, %3,30 ve %1,57 olarak gozlenmistir

(Tablo 14).
BB ve OR orneklerindeki ortalama oksidasyon degisimi, inkiibasyonun 1.

giiniiniin sonunda, sirasiyla, %0,47 ve %0,46 olarak Sl¢iilmiistiir; inkiibasyonun 3.

glinliniin sonunda oksidasyon seviyesindeki ortalama azalmalar sirasiyla, %0,41 ve
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%0,46 olarak ol¢iilmiistir. BB 6rneginin HC:T19 peptidinde, 3. giinlin sonunda

oksidasyon %0,96 miktarinda artis gézlemlenmistir (Tablo 14).

Bazik pH kosullarinda 3 giinliik inkiibasyonun sonunda, BB ve OR 6rneklerinin

deamidasyon seviyelerindeki ortalama artislar sirasiyla, %3,17 ve %3,55 olarak

Ol¢iilmiistiir. En yliksek deamidasyon BB ve OR o6rnekleri icin HC: T35 peptidinde

gozlenmistir; 3 giinliik inkiibasyon sonunda BB 6rneginde %12,39, OR 6rnegi icin

%14,29 miktarinda artis gézlenmistir (Tablo 14).

Tablo 13. Bazik pH stresi kontrol ve stres 6rneklerinin PTM degerleri (%) verilmistir.

BB [ OR
by . % Miktar
Modifikasyon Zincir:Peptit Numarasi Peptit Sekans1 Pozisyon

Kontrol 24sa  72sa [Kontrol 24sa 72sa

N-term pE HC:T1 EVQLVESGGGLVQPGR 1 0,94 1,44 2,63 1,56 2,03 3,39
C-term K HC.T40 SLSLSPGK 451 14,68 11,2 11,38 17,09 16,61 15,52
LC:T1 DIQMTQSPSSLSASVGDR 4 0,67 0,15 0,14 0,27 ND ND

HC:T3 LSCAASGFTFDDYAMHWWR 34 138 111 131 128 0,66 133

Oksidasyon HC:T8 NSLYLOMNSLR 83 111 0,17 0,18 04 ND ND
HC:T19 DTLMISR 256 417 3,64 513 3,53 2,49 2,24

HC:T39 WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK 432 2,06 1,96 1,94 1,07 112 0,7

LC:T13 SGTASVWCLLNNFYPR 137/138 0,27 0,51 0,55 03 0,45 0,49

HC:T8 NSLYLOMNSLR 77/84 0,24 0,69 131 04 0,82 117

Deamidasyon HC:T24 WSVLTVLHQDWLNGK 319 0,37 15 1,98 0,67 1,15 252
HC:T35 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK 388/393/394 21 7,36 14,49 3,64 8,72 17,93

HC:T39 WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK 425/438 ND 0,39 0,49 ND 0,34 0,63
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3) TARTISMA

Stres uygulamalar1 sonucunda BB ve OR 6rneklerindeki degisimler SE-UPLC,
nrCE-SDS, rCE-SDS, iclEF ve peptit haritalama analizleri ile tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar kendi icinde ve literatiirde daha Once yapilan c¢aligmalar ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

5.1 Dondurma/Coézme Stresi

Stres kosullar1 arasinda donma/¢oziinme (D/C) stresi, ilk uygulanan streslerden
biridir. D/C sirasinda mAb bulunduran ¢6zeltide ayni anda soguk denatiirasyonu, buz-
soliisyon ylizeyinin olusumu, ¢oziiciiniin kristallesmesi ve pH kaymasi gibi bir¢ok
etki birden devreye girer (93). Bu nedenle, D/C siiregleri incelenirken, hangi stres
faktorlerinin gézlemlenen protein hasarina neden oldugunu belirlemek zordur. D/C
stresinin bes dongii olarak uygulanmasi sonucunda, BB ve OR o&rneklerinin %
monomer miktarlar1 kontrol ornekleri ile karsilastirildiginda, sirasiyla %0,02 ve
%0,04 olmak tizere olduk¢a az oranda azalma gozlenmistir (Tablo 2). Ayni kosullar
altinda, %HMW miktarlarinin, BB i¢in %0,08 oraninda arttigi, OR i¢in %0,2

oraninda arttig1 gozlenmistir.

D/C stres orneklerinin nrCE-SDS analizi sonucunda %IgG seviyesindeki
degisim, BB i¢in %0,69, OR i¢in %0,78 olarak dl¢iilmiistiir (Tablo 2). Stres kosullar1
altinda her iki numunenin degradasyon hizlarimi karsilastirmak igin kullanilan
yaklagimlardan biri, stres kosullar1 uygulanmasinin ardindan elde edilen sonugclar ile
kontrol ornekleri arasindaki degisimi gosteren lineer egriler olusturup bunlarin BB ve
OR arasinda karsilastirilmasidir (56,91,92). Bu sonuglardan elde edilen lineer egri
egimlerinin karsilastirmasi sonucunda anlamlh fark gézlenmemistir (p=0,77); buna

bagli olarak, degradasyon oranlarinin benzer oldugu sonucuna varilmaktadir.

D/C stres 6rneklerinin rCE-SDS analizi sonucunda BB ve OR orneklerinin,
%LC&HC seviyesinde kontrol orneklerine gore belirgin bir fark gozlenmemistir
(Tablo 2). Benzer durum, yiik varyantlari i¢in de sdylenebilir; iki 6rnegin yiik varyant

seviyelerinin, kontrol oOrnekleri ile karsilagtirmalari sonucunda anlamli farklar
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goriilmemistir (Tablo 2). Yapilan bir ¢alismada, D/C etkisinin daha iyi gézlenmesi
icin otuz dongii uygulanmais, ayrica guanidin-HCI denaturanti eklenerek degisiklikler
gbézlenmistir. Bu islemler sonucunda HC bdlgesinde daha fazla modifikasyon

goriilmiistiir (93).

BB ve OR o6rneklerinin PTM degisimlerinin oldukc¢a diisiik seviyelerde oldugu
gozlenmistir (Tablo 3). Gézlemlenen en yiliksek degisimlerden biri, OR 6rneginin C-
term K seviyesinin %0,39 azalmasidir. OR ve BB 6rneklerinde en yiiksek oksidasyon
artisi, HC:T19 peptidinde, sirastyla %0,17 ve %0,48 olarak gozlenmistir (Tablo 3).
Deamidasyon BB 6rneginde daha fazla gozlenmistir. HC: T8 ve HC:T35 peptitlerinin
deamidasyon seviyelerinde, sirasiyla, %0,22 ve %0,65 artis gézlenmistir (Tablo 3).
Bir calismada, infliximab 6rnegine, D/C’nin bir dongii uygulanmasi sonrasinda
biiytik instabilite olustugu bildirilmistir (94). Bu sonug, BB gelistirmesi agisindan
Oonemlidir, c¢linkii triiniin dondurularak saklanmasinin olast oldugunu ifade

etmektedir.

5.2 Termal Stres

Termal stres kosullarindan yiiksek sicaklik noktasi olarak denenen ilk deger 60
°C’dir. Bu sicaklik degerinde inkiibasyon sonucunda Orneklerin jellestigi
gozlenmistir. TNF-a inhibitorii adalimumab biyobenzeri ve orijinatorii (AB ve ABD
serilerinin) ile yapilan ¢alismada, ilk erime sicakliklarinin 63,1-64,9°C araliginda
bulundugu belirtilmistir (95). Etanercept BB ve OR iirlinii ile yapilan bir diger
calismada, ilk erime sicakliginin 56,7-57,0°C araliginda oldugu belirtilmistir (96). Ik
denenen inkiibasyon sicakliginda jellesmenin nedeni, {iriinlerin erime sicakliklarina
yakin seviyelerde inkiibasyondan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. DeFelippis ve
digerleri, erime sicakligma yakin sicaklik seviyelerinde stres uygulanmasinin
molekiiller {izerinde etkisinin fazla oldugundan stres uygulamasinin bu degerlerden
10-20°C daha disiik sicakliklarda gergeklestirilmesini 6nermistir (5). Bu nedenle

ikinci sicaklik seviyesi olarak 50 °C’nin uygulanmustir.

OR ve BB orneklerinde SE-UPLC monomer seviyelerinde, beklendigi tizere,

50°C’lik termal stres sonrasinda daha fazla monomer diisiisii gézlenmistir (37°C’de
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7 giin). Inkiibasyon sonrasinda monomer seviyelerinin OR 6rneginde %0,60 ve BB
orneginde %0,70 oraninda diistiigii gdzlenmistir. Monomer seviyesi, 50°C’de 7 giin
inkiibasyon sonunda OR Orneginde %?2,85 ve BB o0Orneginde %?2,48 olarak
gozlenmistir (Tablo 4, Tablo 5). Iki sicaklik kosulunda ve iki inkiibasyon siiresi
sonunda hem BB hem de OR 6rneklerinin monomer seviyeleri, kontrol 6rneklerine
gore anlamli olarak azalma gostermistir. Monomer seviyelerinin azalma oranlari
lineer egriler kullanilarak karsilastirildiginda, 37°C’de olusturulan egriler arasinda
(p=0,36) ve 50°C’de olusturulan egriler arasinda fark gozlenmemistir (p=0,19).
Onceki c¢alismalarda gozlemlendigi gibi, monomerin degradasyonu ve HMW
varyantlariin olusumu, monomer seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir (49,52,89).
Y akin tarihli bir calismada, mAb'lara uygulanan, termal stres kosulu dahil, farkl: stres
uygulamalar1 sirasinda gozlenen HMW’lerdeki artisin, mAb etkinliginde 6nemli
dlciide azalmaya yol actig1 gosterilmistir (97). Inkiibasyon siiresi 7 giin olan termal
stres uygulamasinin sonunda, 37°C’de agregasyon artis1 BB ornekleri i¢in %0,36 ve
OR ornekleri i¢in %0,19 olarak gozlenmistir. Ayni siire boyunca 50°C’de inkiibasyon
sonucu HMW miktarlarindaki artis, BB ornekleri i¢in %0,75, OR o6rnekleri i¢in
%0,52 olarak gozlenmistir. Sicaklik stresi uygulamasi degerlendirildiginde, bu stres,
genellikle antikorlarin yapisindaki belirli alanlarin ardigik olarak acgilmasiyla
sonuclanir ve bu kismen katlanmamis ara irilinlerin birikmesi, kendi kendine
agregasyonu veya degradasyonu baglatabilir (93). Yapilan termal stres kosulundaki
(37°C)  oOrneklerin  kontrollerine kiyasla degradasyonlarinda fazla artig
gbézlenmemistir. Birgok farmasotik firmasinin stres caligmalari ile ilgili katildigr bir
ankette, termal stres i¢in kullanilan kosullarin, daha yiiksek sicakliklar altinda veya

daha uzun siirelerde oldugu bildirilmistir (51).

Termal stres uygulamasinin ardindan, 37°C’de inkiibasyonun 3. giinlinde dl¢iilen
IgG seviyeleri, kontrol 6rnek seviyeleri ile karsilagtirildiginda BB ve OR 6rnekleri
icin anlamh fark gozlenmezken, 7. giinlin sonunda anlamli olarak azaldig:
gozlenmistir. IgG seviyelerindeki azalma oranlar1 BB ve OR &rnekleri i¢in sirastyla
%0,56 ve %0,76 olarak belirlenmistir (Tablo 4). Inkiibasyonun (50°C) hem 3.
giinliinde hem de 7. giinlin sonunda 0lgiilen IgG seviyeleri, kontrol 6rnek seviyeleri

ile karsilastirildiginda, BB ve OR &rnekleri igin anlamli farklar gdzlenmistir. Olgiilen
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IgG seviyelerinin inkiibasyon zamanina karsi olusturulan lineer egrilerinin egimleri
karsilastirildiginda, 37°C’de (p=0,40) ve 50°C’de (p=0,28) benzer degradasyon
oranlar1 gézlemlenmistir (Sekil 16). Termal stres uygulamast HMW oraninin en ¢ok
yiikseldigi stres kosullarindan bir tanesidir. Pisupati ve digerleri tarafindan yapilan,
40°C’de 4 hafta inkiibe edilen infliximab BB ve OR 6rneklerinde yiiksek oksidasyon
ve deamidasyon seviyeleri goriilmiistiir. Infliximab BB ve OR orneklerde yaklasik
%0,44/glin agregat artis1 gorildiigii belirtilmistir. Agregat artisinin OR 6rneginde
%12,6, BB 0rneginde ise %12,0 arttig1 belirtilmistir (92). Buna ragmen nrCE-SDS
analizi sonucunda, IgG monomerinden daha yiiksek molekiil agirligina sahip
varyantlar gozlenmemistir. Bu durum olusan HMW’lerin kovalent bagh
olmadiklarina isaret etmektedir. Termal stres 6rneklerinin rCE-SDS sonuglarinda da
benzer durum gozlenmistir; 37°C’de inkiibasyonun 3. giinlinde Ol¢iilen LC&HC
seviyeleri, kontrol 6rnek seviyeleri ile karsilastirildiginda BB 6rnekleri i¢in anlamlt
fark gozlenmezken, OR Orneginde anlamli fark (p=0,0004) oldugu gozlenmistir.
Ayrica, BB ve OR LC&HC seviyelerinin 7. giiniin sonunda kontrol érneklerine gore
anlamli olarak azaldigi gozlenmistir (sirasiyla, p=0,0005 ve p=0,0011). BB ve OR
orneklerinin, 50°C’de inkiibasyonun 7. giinlinde %LC&HC seviyelerindeki
degisimler sirasiyla %1,13 ve %0,95 olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 5). Hem 3. giin hem
de 7. giiniin sonunda 6l¢iilen degerler kontrol 6rnek seviyeleri ile karsilastirildiginda,
BB ve OR ornekleri i¢in anlamli degisimler oldugu go6zlenmistir. Yapilan
caligmalarda, termal stres uygulanan mAb Orneklerinde benzer sonuglar elde

edilmistir (49,52,89).

Indirgenmemis ve indirgenmis CE-SDS calismalarmin sonuglari, SE-UPLC
analizi sirasinda tespit edilen HMW varyantlarinin, CE-SDS analizlerinde tespit
edilemeyisinden Otiirii, kovalent olarak bagli olmadigini gostermektedir. (98).
Pisupati ve digerlerinin ¢alismasinda, SEC analizinde detayli goriilemeyen fragment
artiglart nrCE-SDS ve rCE-SDS analizleri ile incelendigi belirtilmistir (92). Termal
stres uygulamasi oncesi diisiik olan, farkli boyutlardaki fragmentlerin (50, 100, 125
kDa) artt1g1 belirtilmistir; rCE-SDS sonucunda HMW goriilmediginden yola ¢ikilarak
disiilfit bag degisimleri oldugu 6ne stirilmistir. SDS-PAGE analizinde fragment
miktariin OR i¢in %7,1 arttig, BB i¢in 0,4 arttigr bildirilmistir. Ayrica aym
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caligmada, termal stres uygulanan infliximab BB ve OR orneklerinin, baslangi¢
kosullarinda farkli safsizlik seviyelerinin olmasi, safsizlik artis oranini etkilemedigi

belirtilmistir (92).

Termal stres altinda degradasyonun ana mekanizmalarindan biri, peptit bagi
boliinmesi ile pargalanmadir ve mAb parcalanmasina ¢ogunlukla bu tiir enzimatik
olmayan islemler aracilik eder (99). Kang ve digerlerinin ii¢ farkli mAb’in BB ve OR
orneklerini 4 hafta 40 °C’de 250 RPM’lik ¢alkalama ile inkiibasyonu ¢alismasinda,
SEC analizi agregat seviyelerinde 6nemli degisiklikler gozlemlemezken, SDS-PAGE
analizinde fragment seviyelerinde artislar (<%1) ve ti¢ 6rnek ¢iftinde dimer oldugu
bildirilmistir. Rituximab OR ve BB arasinda baglangi¢c agregasyon yiizdesinde
farkliliklar gézlemlenmesine ragmen, monomer pikinin inkiibasyon boyunca benzer
seviyede kaldig1 bildirilmistir (89). Haberger ve digerlerinin mAb 6rnegine 40°C’de
1 ay termal stres uyguladiklar1 ¢alismalarinda, monomer %0,8 oraninda azalmistir,
ana yiik varyantlar1 %18,3 azalirken, asidik yiik varyantlar1 %30,6 oraninda artmustur.
En yiiksek PTM artiglar1 arasinda, LC-Asn-92 deamidasyonu %10,3, HC-Met-252
oksidasyonu %10,3 olarak bildirilmistir (100).

Termal stres sonucu olusan yiik varyant degisimleri incelendiginde, 37°C kosulu
ile 50°C kosulu arasinda biiyiik farklilik oldugu gézlenmistir. BB ve OR 6rneklerinin
ana yiik varyantlari, 37°C’de 7 giin inkiibasyonun sonunda sirasiyla, %5,68 ve %6,82
miktarinda azaldigi, 50°C’de 7 giin inkiibasyonun sonunda ise sirasiyla, %26,41 ve
%26,57 miktarinda azaldig1 gézlenmistir (Tablo 4 ve Tablo 5). Ana yiik varyantindaki
azalmanin bliylik bir kismimnin asidik yiik varyantlarindaki artis nedeniyle oldugu
gozlenmistir. BB ve OR oOrneklerinin asidik yiik varyantlarmin, 37°C’de 7 giin
inkiibasyonun sonunda sirasiyla, %3,16 ve %6,01 miktarinda artt1g1, 50°C’de 7 giin
inkiibasyonun sonunda ise sirasiyla, %23,10 ve %23,17 miktarinda arttig1
gozlenmistir. BB ve OR 0Orneklerinin bazik yiik varyantlarinin 37°C’de 7 giin
inkiibasyonun sonunda, sirastyla, %1,49 ve %0,81 miktarinda arttig1, 50°C’de 7 giin
inkiibasyonun sonunda, sirasiyla, %3,57 ve %3,40 miktarinda arttig1 gézlenmistir.
Inkiibasyon sonundaki yiik varyant seviyeleri kontrol drneklerinin seviyeleri ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu gézlenmektedir. Ancak,
37°C’de 3 giin inkiibasyonun sonunda OR bazik varyantindaki ve BB asidik
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varyantindaki degisim miktarlar1 benzer olmasina ragmen degisim istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (Tablo 4). Ana yiik varyantlari, asidik yiik varyantlari ve bazik
yiik varyantlarinin degisimlerinden yola c¢ikilarak olusturulan lineer egrilerin
egimlerinin karsilastirilmasi sonucunda, iki sicaklik kosulunda da yiikk varyant
degisim oranlarinin istatistiksel olarak benzer oldugu goriilmektedir (Sekil 21, 22 ve
23). Kang ve digerlerinin ii¢ farkli mAb’in BB ve OR 6rnekleri ile yaptiklari termal
stres ¢alismasinda, yiikk varyanti dagilimindaki en biiylik degisiklikler i¢ OR
orneginde meydana gelmistir, ancak yine de stres boyunca BB 6rneklerindeki asidik
ve bazik ylik dagilimlar1 daha fazla oldugu bildirilmistir (89). Rituximab,
bevacizumab ve trastuzumab OR f{iriinleri i¢in ana pik alanlari, sirastyla %14, %11 ve
%29 azaldig1 ve buna karsilik {i¢ BS {irlinlinlin ana pik alanlar1 sirasiyla %5, %1 ve
%19 oraninda azaldigi bildirilmistir (89). Shabestari ve digerlerinin BB ve OR
orneklerine 40°C’de 7 giin termal stres uyguladigi ¢calismada, agregat oranlar1 BB igin
%3,3, OR i¢in %3,0 oraninda arttig1 belirtilmistir (101). BB ve OR’nin asidik yiik
oranlari, sirastyla %10,0 ve %8,0 arttig1 ve bazik yiik oranlarinin, sirasiyla %1,3 ve

%4,3 arttig1 bildirilmistir (101).

Termal stres peptit haritalama sonuglari, iclEF analizi sonucunda belirlenen
asidik ytiik varyantlarindaki artisin nedenleri hakkinda bilgi vermektedir. BB ve OR
orneklerinde, N-term pE seviyelerinde artis gozlenirken, C-term K seviyelerinde
azalma gozlenmistir. N-term pE modifikasyonunun termal stresle arttig1 ve asidik yiik
varyantlarina katkida bulunan PTM'lerden biri oldugu bilinmektedir (99). C-term K
varliginin ise bazik yiik varyantlarina katkida bulunan PTM'lerden biri oldugu, ve
K'nin C-terminalinden kopmasi/kesilmesinin asidik yiik varyantlarina etkisi
bulundugu belirtilmistir (87,102). BB 06rnegindeki N-term pE miktari, 37°C
inkiibasyon sonunda yaklagik 1,5 katina, 37°C inkiibasyon sonunda ise yaklasik 3,5
katina kadar ¢ikmaktadir. OR orneginde N-term pE miktari, 37°C inkiibasyon
sonunda yaklasik 1,3 katina, 37°C inkiibasyon sonunda ise yaklasik 2,5 katina kadar
¢ikmaktadir (Tablo 6). N-term pGlu olusumu ve C-term K kesilmesi, farmakokinetik
ve immiinojenisite agisindan etkili olmayan PTM'lerdir, ancak proses tutarliligini
kontrol etmek igin izlenmelidirler (56,99,102,103). BB ve OR orneklerindeki
deamidasyon seviyeleri, HC:T35 peptidi disindaki peptitlerde, stres boyunca %]1,5
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seviyesinin Ustiine c¢ikmamistir. HC:T35 peptidinin en yiiksek deamidasyon
seviyeleri, BB 6rneginin 37°C inkiibasyonu sonunda %2,71, OR 6rneginin 50°C
inkiibasyonu sonunda %4,91 olarak gézlenmistir (Tablo 7). Termal stres altinda, BB
orneginin oksidasyon seviyeleri artarken, OR Orneginin oksidasyon seviyelerinin
azaldig1 gozlenmistir. BB Orneginde, iki termal stres kosulunda da HC:T3 Met
oksidasyonunun arttigi gozlenmistir. Ancak, OR 0&rneginde, HC:T3 peptit
oksidasyonunun azaldig1 (37°C) ya da tespit edilemedigi goriilmektedir (Tablo 6 ve
Tablo 7). BB orneginde, 50°C inkiibasyonu sonunda, OR orneginin ise 37°C
inkiibasyonu sonunda, HC:T35 peptidinin diisik deamidasyon seviyelerinde
gozlenmesinin, ayrica OR 6rneginin HC:T3 peptidinde Met oksidasyonun azalmasi
veya tespit edilememesinin nedeninin, bu modifikasyonlara sahip varyantlarin
degradasyonuna bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Termal stres sonucu oksidasyon
ve deamidasyon modifikasyonlarinin goézlendigi daha Onceki c¢alismalarda
bildirilmistir. Pisupati ve digerlerinin, dort hafta 40°C’de inkiibe edilen infiximab BB
ve OR oOrneklerinde deamidasyon seviyelerinin, HC’de daha fazla olmak tizere,
%18’e kadar ¢iktigin1 belirtmiglerdir (92). Bu ¢alismada arastirilan bolgelerden biri
olan HC-Asn392 bolgesindeki deamidasyon, OR oOrneginde %9,0 arttigi, BB
orneginde %10,7 arttig1 belirtilmistir. Termal stres sonrasinda, TNF baglanmalarinda
%81,8 ‘lik (OR) ve %77,2’lik (BB) diislis gozlenmistir; bunun nedeninin, HC-Asn57
deamidasyonu veya fonksiyonel IgG azalmasindan kaynakli olabilecegi bildirilmistir
(92). Ayni ¢alismada ayrica, stres uygulamasinda diger bolgelere gore daha az
deamidasyon goriilen bolgelerin, daha uzun siire inkiibe edildiklerinde, diger
bolgelerle birlikte, yiiksek deamidasyon seviyelerine ulastigi, belirtilmistir. Bunun
nedeninin, mAb’larin konformasyonel esnekligi ve deamidasyona ugrayabilecek
bolgelerin erisilebilirligi ile iliskili oldugu belirtilmistir (92). Leblanc ve digerleri
yaklagik 9 y1l 2-8°C’de saklanan mAb ile yaptig1 calismada, stres caligmalarinda
belirlenen degradasyona neden olan bolge sayisi, mAb’lar 2-8°C gibi diisiik
sicakliklarda muhafaza edildiklerinde daha az olabilecegini belirtmiglerdir (104).

5.3 Kimyasal Oksidasyon Stresi

Oksidasyon stresi i¢in, H2O> eklenerek inkiibasyon uygulandiktan sonra, BB ve

OR oOrneklerinin olduk¢a fazla degradasyona ugradigi, ayrica modifikasyonlara
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ugradign gozlenmistir. Iki farkli H2O, seviyesinde uygulanan oksidasyon stresi
sonucunda, %monomer seviyelerinin H2O> miktar1 ile dogru orantili bir sekilde
azaldigr gozlenmistir. H202 miktarmin  %1,5 oldugu inkiibasyon sonunda,
%monomer ortalamasi, BB orneginde %2,75 oraninda, OR 6rneginde ise %?5,7
oraninda azalmigtir (Tablo 8). BB ve OR 6rneklerinde oksidasyon stresi sonucunda
agregasyondan ziyade degradasyon gozlenmistir. Bunun en iyi goriildiigii analiz,

nrCE-SDS analizidir.

Oksidatif stresin %0,5 H20; ile uygulandigi kosulda, kontrol 6rneklerine gore
BB oOrneklerindeki ortalama %IgG miktar1 %14, OR o6rneklerinde %16 oraninda
azalmistir (Tablo 8). IgG miktarindaki diisiis, %1,5 H2O> ile uygulanan oksidasyon
stresi sonunda, BB ornekleri i¢in %34, OR 6rnekleri i¢in %41 olarak belirlenmistir
(Tablo 8). LC&HC oranlarinda da azalma goriilmiistiir; %0,5 H202 uygulandigi
kosulda, kontrol orneklerine gore BB orneklerindeki ortalama %LC&HC miktar
%2,16 oraninda, OR 6rneklerinde ise %2,58 oraninda azalmistir (Tablo 8). Kontrol
ornekleri ile kiyaslandiginda, %LC&HC miktarlari, %1,5 H202 uygulandig: kosulda,
BB orneklerinde %4,12 oraninda, OR 6rneklerinde %5,03 oraninda azalmistir (Tablo
8). BB ve OR orneklerinin iki diizeyde uygulanan oksidatif stres sonuglari, kontrol
ornekleri ile karsilastirildiginda monomer, IgG, ve LC&HC seviyeleri anlamli olarak
farkli ¢ikmistir. Sonuglar kullanilarak elde edilen lineer egrilerin karsilagtirmasinda
ise, LC&HC sonucu (p=0,0609) disinda, egimlerinin farkli oldugu belirlenmistir.
Yapilan bir calismada, CHO hiicrelerinde saflastirilan insan IgGl iiretiminde,
oksidasyon ile indiiklenmis parg¢alanma tirtinleri oldugu, bu parcalanma tiriinlerinin
oncelikli olarak hinge boélgesinden parcalandigi belirlenmistir (105). Ayrica, ayni
pargalanma {iriinlerinin in vitro olarak H20> inkiibasyonu ile olustugu gosterilmistir
(105). IgG'lerin esnek iist hinge bolgesinin, dogrudan hidroliz, B-eliminasyon, bakir-
aracili kopma veya serbest radikal ile kataliz gibi parcalanma mekanizmalarina ¢ok
duyarli oldugu anlagilmaktadir (104). Bu sonuglar, oksidatif stresin BB ve OR
orneklerinde agregasyon olusumu yerine pargalanmaya neden oldugunu

gostermektedir.
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Yiik varyantlar1 incelendiginde, BB ve OR o6rneklerinin oksidatif stres sonucunda
asidik yiik varyantlariin arttigi gézlenmistir. Oksidatif stresin %0,5 H202 seviyesi
kullanilarak uygulandigt durumda, BB ve OR 0Orneklerindeki asidik yiik
varyantlarinda sirasiyla, %11,58 ve %15,15 oraninda artis gézlenmistir; %1,5 H202
seviyesi kullanilarak uygulandigr durumda ise asidik yiik varyantlari, BB ve OR
orneklerinde sirasiyla, %30,14 ve %39,19 seviyelerine ¢ikmistir (Tablo 8). Kontrol
ornekleri ile karsilastirlldiginda, BB oOrneklerinin ana yiik ve asidik yiik
varyantlarinin, iki oksidasyon kosulunda, anlamli olarak farkliik gosterdigi
belirlenmistir. OR 6rneklerinin ana yiik, asidik yiik, ve bazik yiik varyantlarinda,
%1,5 H202 uygulandigr durumda kontrole gore anlaml farklar goriilmiistiir (Tablo
8). Yiik varyant1 seviyelerine karsi H20O; i¢in olusturulan lineer egrilerin egimleri
birbirinden farkli ¢cikmistir (Sekil 31, 32 ve 33). Shabestari ve digerlerinin BB ve OR
orneklerine 25°C’de 1 giin %3,0 H20: ile oksidatif stres uyguladigi calismada,
agregat oranlart BB i¢in %2,0, OR icin %3,0 oraninda arttig1 belirtilmistir. BB ve
OR’nin asidik yiik oranlari, sirasiyla, %3,3 ve %4,3 azaldig1 ve bazik yiik oranlarinin,
sirastyla, %55,3 ve %61,3 arttig1 bildirilmistir (101). Haberger ve digerlerinin mAb
ornegine 24 saat %0,02 H20> uyguladigi kimyasal oksidasyon stresi ¢alismasinda,
monomer oraninda azalma gozlemlenmemis; asidik yiik varyantlari %9,6 oraninda
artmis, bazik yiik varyantlar1 %4,5 oraninda azalmistir. Oksidasyon stresinin 24 saat
%0,2 H20, uyguladig1 durumda, LC-Met-4’lin %47,9, HC-Met-252’nin %99,0, ve
HC-Met-428’in %80,4 oraninda okside oldugu bildirilmistir (100).

Peptit haritalama analizleri ile oksidasyon stresi sonucu olusan modifikasyonlar
incelendiginde, beklendigi iizere Met bulunduran peptitlerin yiiksek oranda okside
oldugu goriilmiistiir. 1ki 6rnek icin %1,5 H202 seviyesinde inkiibasyon sonrasi,
HC:T19 ve HC:T39 peptitlerinde %95 tizerinde, HC:T3 peptidinde ise %82 lizerinde
oksidasyon goriilmiistiir (Tablo 9). HC N-term pE olusumu ve C-term K
miktarlarinda, biliyiilk degisimler gozlenmemistir (Tablo 9). Deamidasyon
oranlarinda, %1,5 H202 seviyesinde inkiibasyon sonrasi, BB ig¢in ortalama
deamidasyon artist %0,43, OR icin %0,26 oldugu belirlenmistir (Tablo 9). Leblanc
ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, Fc bolgesinde gerceklesen

oksidasyonlarin bazik varyant olusumuna, F(ab’)2 bolgesinde olusan oksidasyonlarin
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ise asidik varyant olusumlarina yol agtigi belirtilmistir (104). Ponniah ve digerleri
tarafindan yapilan bir ¢alismada, asidik fraksiyon toplanip peptit haritalama analizi
yapildiginda, Met oksidasyonunun ana modifikasyon oldugunu belirlenmis ve
dogrulamak i¢in ana yiik varyanti fraksiyonu H20: ile inkiibe edilip olusan asidik
pikler analiz edilmistir. Asidik fraksiyonlarin peptit haritalama analizi sonucunda,
F(ab’)2 fragmentlerinde Met oksidasyonu bulundugu goriilmiistiir (106). Dyck ve
arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, infliximab ve bevacizumab mAb’larinin BB
ve OR orneklerine H20> kullanarak oksidatif stres uyguladiklarinda, bevacizumab
orneklerinde en fazla 3 noktadan oksitlenmis degisken HC fragmenti tespit edilmis,
infiliximab orneklerinde en fazla ise 2 noktadan oksitlenmis HC fragmenti tespit
edilmis (103). Iki mAb arasinda, infiliximab LC(Met55)’sinin neredeyse tamami bir
oksitlenme gosterirken bevacizumab Orneklerinin gozlenen LC(Met4)’lerinin
neredeyse tamami oksitlenmemis halde oldugu gozlenmistir. BB ve OR 6rneklerinin
oksidasyon durumlari agisindan ufak farkliliklar gozlendigi bildirilmistir. incelenen
iki mAb’da da BB oOrneklerinde yiiksek oksidasyon noktasi iceren fragmentler
gdzlenirken, OR &rneklerinde bu oksidasyon tiirleri gozlenmemistir. iki Met bélgesi,
Met252 ve Metd428, incelenen mAb’larin ikisinde de bulunmaktadir. Bu Met’lerin
mADbD yiizeyinde olduklarindan dolay1 oksidasyona daha agik olduklari belirtilmistir
(103). Folzer ve arkadaslarinin (2015) IgG1 6rnegini %1 H20: ile 24 saatlik inkiibe
ettikleri diger bir calismada, oksidasyon oranlarinda LC-Met4’te %4,1, HC- Met34’te
%6,7, HC-Met83’de %3,5, HC-Met258°de %95,2, ve HC-Met434’te %94,9 oldugu
bildirilmistir (107).

Kimyasal oksidasyon, termal stres ve asidik/bazik inkiibasyondan sonra
gozlemlenen diger iki ana PTM, metionin (Met) oksidasyonu ve asparagin (Asn)
kalintilarinin deamidasyonuydu. Met oksidasyonu ve Asn deamidasyonunun stres
kosullartyla iligkisi iyi belgelenmistir (54,87,88,99,100,107). Kalintilarin
modifikasyonlara duyarliligi, ¢dziicliye maruz kalmalarina ve antikorun ii¢ boyutlu
yapisindaki konumlarina biiytik 6l¢iide baglidir. Bu ¢alismada, Met oksidasyonu veya
Asn deamidasyonunun gozlemlendigi bolgeler esas olarak ¢oziiciiye maruz kalan
bolgelerde yer almaktadir. Oksidasyon gozlemlenen bdlgeler olarak Met256
(HC:T19) ve Met432 (HC:T39), deamidasyon gozlemlenen bolgeler olarak da
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Asn388/393/394 (HC:T35) ve Asn425/438 (HC:T39), her iki iiriiniin Fc bolgesinde
bulunmakta ve diger bolgelere gore ¢oziicliye daha fazla maruz kaldig: igin daha
korunmasiz olan bdlgededir. Dyck ve digerlerinin ¢alismasinda, iki mAb’da da
bulunan Met34 ve Met83 diger bolgelere gére daha az okside olduklar1 bildirilmistir
(103). Bizim galismamizda, Fc bolgesinde bulunan Met’lerde yiizde yiize yakin
oksitlenme goriilirken Met34 ve Met83 bdlgelerinde daha az oksitlenme
gbzlenmistir. Yapilan ¢alismalarda, sekonder protein yapilarinin, yerel yapinin kisith
esnekligi nedeniyle, solvente maruz kalmayan bolgelerde Asn deamidasyonunu

kisitladigi gosterilmistir. (108).

54 Asidik ve Bazik pH Stresi

Asidik pH 3,0’da inkiibasyon sonrasinda, BB ve OR o6rneklerinde oldukga fazla
degradasyon gozlenmistir. Bu derece degradasyon gozlendigi durumda, 6rneklerdeki
degisimler saglikli bir sekilde degerlendirilemeyeceginden dolayi, daha hafif asidik
stres kosullar1 altinda iki Ornege tekrardan stres uygulanmistir. BB iiriiniiniin
saflagtirma asamalarinda inilen en diisiik pH degerine yakin olan pH 3,5 kosulunda,
3 saat ve 6 saat inkiibasyon siiresi daha hafif stres kosulu olarak belirlenmistir (5,109).
Asidik pH 3,5’da 3 saat ve 6 saat inkiibasyon stres kosullar1 sonunda, BB ve OR
orneklerinin monomer seviyelerinin, kontrol 6rnekleri ile karsilastirmasi sonucunda
anlamh farklar oldugu gozlenmistir; ancak, monomer degisimleri oldukca diisiik
seviyededir (Tablo 10). Asidik pH stresi sonuglar1 kullanilarak olusturulan lineer
egrilerin egimleri karsilagtirildiklarinda, anlamli fark olmadigi goriilmistiir
(p=0,1073). Bazik pH 9,0’da 72 saat inkiibasyon sonucunda, BB ve OR monomer
seviyelerinin kontrol 6rneklerine gore degisimi sirasiyla, %2,57 ve %1,47 olarak
Ol¢iilmiistiir; monomer seviyeleri, kontrol drneklerine gore, 2 inkiibasyon siiresinde
de, anlaml farklilik gostermistir (Tablo 12). Bazik pH inkiibasyonu sonunda BB ve
OR orneklerinin monomer degerleri kullanilarak elde edilen lineer egri egimlerinin
karsilagtirmas1 sonucunda anlamli fark gozlenmemistir (p=0,3229). BB ve OR
orneklerinin asidik ve bazik pH kosullarinda inkiibasyonu sonucunda monomer
seviyelerinde benzer sekilde azalma goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar, daha 6nce
yapilan ¢alismalar ile benzer sonuglar vermistir. Haberger ve digerlerinin mAb

ornegine 3 giin asidik (pH 8) ve bazik pH (pH 9) uygulayarak Asn deamidasyonlarini
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aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, monomer asidik pH’da %0,2 oraninda, bazik pH’da
%0,6 oraninda azalmistir. Asidik pH’da asidik yiik varyantlar1 %9,5 artarken, bazik
pH’da asidik yiik varyantlart %17,3 oraninda artmistir (100).

Asidik pH 3,5’te 6 saat inkiibasyon stresi sonunda, BB ve OR 06rneklerinin
oOlgiilen IgG seviyelerinin kontrol 6rneklerine gore degisimleri sirasiyla, %0,17 ve
%0,09 olarak dl¢iilmiistiir; LC&HC seviyeleri i¢in bu degerlerin sirasiyla, %0,08 ve
%0,06 oldugu gorillmistir (Tablo 10). Bu degisimler olduk¢a diisiik seviyede
olmasina ragmen, OR 6rnegi %IgG seviyesi, kontrol 6rnegine gore anlamh fark
gostermistir (p=0,032). Bazik pH 9,0’da 72 saat inkiibasyon sonunda, BB ve OR
orneklerinin IgG seviyelerindeki degisimler sirasiyla, %1,43 ve %1,91 olarak
olglilmistiir. Ayn1 kosullar altinda, BB ve OR orneklerinin LC&HC seviyelerindeki
degisimler sirasiyla, %1,84 ve %2,21 olarak dl¢tilmiistiir (Tablo 12). Fonksiyonel
gruplarin asidik veya bazik olmasi, ¢esitli reaksiyon yolaklarina neden olmaktadir; bu
nedenle pH degeri degradasyon reaksiyonlart i¢in 6nemli bir parametredir (110).
Peptit baglarinin su araciligiyla par¢alanmasi ve hinge bolgesi modifikasyonlari,
asidik ve bazik kosullar altinda hizlanmaktadir (111,112). Glisin-glisin motiflerinin
bulundugu hinge boélgesinde ve antikorlarin CH1 bdlgelerinde gozlenmektedir (110).
Sisteinin B-eliminasyon ile tiyoeter bag yapmasi ve hinge bolgesinin kesilmesi
ozellikle bazik kosullar altinda, C-term Asp kopmasi ise daha asidik kosullar altinda
gozlenmektedir; istelik distlfit bagli Fab fragmanlarimin olusmasina neden
olmaktadir (113). Radikallerden kaynakli hinge bdlgesi kesilmesi ise oksidatif,
termal, veya UV 15181 stresleri altinda goriilmektedir (114). IgG1 tipi mAb’lar igin,
bazik pH daha ¢ok agregasyona neden olurken, asidik pH daha ¢ok fragmantasyona
neden olmaktadir (115). Asidik ve bazik pH stresi sonucunda, BB ve OR 6rneklerinin
hem hinge bolgesi ve disiilfit baglarinda, hem de LC ve HC peptit baglarinda
fragmantasyonun arttig1 soylenebilir (116).

Asidik pH 3,5 inkiibasyonu sonunda, BB ve OR 0&rneklerinde, ana yiik
varyantlariin azalip, asidik ve bazik yiik varyant miktarlarinin arttig1 gézlenmistir
(Tablo 10). Asidik pH 3,5 stresinin 6 saatlik inkiibasyonu sonunda BB 6rneginde ana
yiik varyant1 %2,18 oraninda azalirken, asidik ytlik varyant1 %1,27 oraninda artmistir

ablo . n1 stres kosulunda orneginde ana varyantit % . oraninda
(Tablo 10). Ay kosulunda OR &rnegind yiik varyantt %4,35 d
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azalirken, asidik yiik varyant1 %3,47 oraninda artmistir. Bu sonuglardan, BB ve OR
orneklerinde, ana yiik varyantlarindan asidik ylik varyantlarina gegis oldugu
goriilmektedir. Shabestari ve digerlerinin BB ve OR 6rneklerine 25°C’de 3 giin 0,1M
HCl ile asidik pH stresi uyguladigi calismada, agregat oranlar1 BB i¢in %75,3, OR
icin %84,3 oraninda artt1g1 belirtilmistir. BB ve OR’nin asidik yiik oranlari, sirasiyla,
%6,0 ve %2,0 azaldig1 ve bazik yiik oranlarinin, sirasiyla, %32,0 ve %38,0 arttig1
bildirilmistir (101).

Asidik pH stresi sonrasit PTM seviyeleri incelendiginde, N-term pE miktarinin
artis1, C-term K miktarinin azalisi, deamidasyon seviyelerindeki artis, ve oksidasyon
seviyelerindeki azalma iki 6rnek arasinda benzer sekilde gergeklesmistir (Tablo 11).
Sonuglar da asidik yiik varyantlarinin artisin1 desteklemektedir (64). Baslica farklilik
goriilen peptitler HC:T19 ve HC:T35 peptitleridir. Asidik stres inkiibasyonu sonrast,
HC:T19 peptidindeki oksidasyon, BB orneginde %2,66 oraninda artarken, OR
orneginde %3,53 oraninda azalmistir. HC:T35 peptidindeki deamidasyon, BB
orneginde %0,59 oraninda azalirken, OR 6rneginde %3,53 oraninda artmistir (Tablo
11).

Bazik pH 9,0 inkiibasyonu sonunda, BB ve OR orneklerinde, ana yiik
varyantlarmin azalip, 6zellikle asidik yiik varyant miktarinin arttigi gézlenmistir
(Tablo 12). Bazik pH 9,0 stresinin 72 saatlik inkiibasyonu sonunda BB 6rneginde ana
yik varyanti %38,62 oraninda azalirken, asidik yiik varyanti %31,82 oraninda
artmigtir (Tablo 12). Ayni stres kosulunda OR 6rneginde ana yiik varyanti %39,70
oraninda azalirken, asidik yiik varyant1 %34,23 oraninda artmistir. Bu sonuglardan,
BB ve OR orneklerinde, ana yiik varyantlarinin biiylik bir kismimin asidik yiik
varyantlaria gectigi goriilmektedir. Shabestari ve digerlerinin BB ve OR 6rneklerine
25°C’de 3 giin 0,1M NaOH ile bazik pH stresi uyguladig ¢aligmada, agregat oranlari
BB i¢in %4,7, OR i¢in %2,3 oraninda arttig1 belirtilmistir. BB ve OR’nin asidik yiik
oranlar1 iki ornekte de %4,7 arttig1 ve bazik yiik oranlarinin, sirasiyla, %2,0 ve %0,3

azaldigi bildirilmigtir (101).

BB ve OR orneklerinin bazik pH stresi sonrast PTM seviyeleri kiyaslandiginda

N-term pE miktarimin artisi, C-term K miktarinin  azalisi, deamidasyon
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seviyelerindeki artig, ve oksidasyon seviyelerindeki azalma iki 6rnek arasinda benzer
sekilde ger¢eklesmistir (Tablo 13). Bazik pH inkiibasyonu sonunda, HC:T35 (Asn-
388, 393, 394) deamidasyonu BB 6rneginde %12,39 ve OR orneginde %14,29 artis
ile en yiiksek modifikasyon goriillen peptit olmustur (Tablo 13). Haberger ve
digerlerinin yaptig1 caligmada, bazik pH kosulunda LC-Asn-92 deamidasyonu %6,9,
HC-Asn-384,389,390 deamidasyonu %7,8 olarak bildirilmistir. En yliksek
oksidasyon artiglar1 bazik pH kosulunda, LC-Met-4’te %1,6 ve HC-Met-428’de %1,4
oraninda gézlendigi bildirilmistir (100).

Asidik ve bazik pH kosullar1 arasinda direk bir karsilagtirma yapmak, stres
kosullar1 arasindaki farkli inkiibasyon siireleri nedeniyle dogru bir karsilagtirma
olmayabilir. BB ve OR 0&rneklerinin ana yilik varyantlariin pl degerleri 8,7-8,8
arasinda Ol¢iilmiistiir. Uygulanan asidik pH 3,0 stresi, orneklerin pl noktasindan
oldukga farklidir ve bazik pH 9,0 stresi ile ayn1 inkiibasyon siireleri uygulanmasina
ragmen daha fazla degradasyona neden olmustur. Bazi saflagtirma agamalarinda pH
3,5 gibi asidik pH seviyelerine inilebilmektedir (109). Ancak, asidik pH 3,5 stresi,
inkiibasyon siiresinin daha kisa tutulmasina bagl olarak, BB ve OR 6rneklerinde
yiiksek degradasyona neden olmamistir. Bu sonug, BB 0Orneginin saflastirma
asamalarinda inilen bu asidik pH seviyelerinde, 3 — 6 saat tutulmas: durumunda

olusabilecek degradasyon hakkinda oldukga yararl bilgiler vermektedir.

Uygulanan streslerde, oksidasyonun Met34'iin bulundugu bolgede artmis olarak
gozlenmesi, kismen solventle erisilebilir olmasina veya stres nedeniyle agilmasina
bagl olarak bu bdlgeyi oksidasyona karst daha korumasiz hale getirmesi sonucu
olabilir. Mo ve digerleri, Fc bolgesinde Met'in oksidasyonu ile FcRn baglanmasinin
kayb1 ile CDC aktivitesi arasindaki korelasyonlari gostermistir (117). Ayni
calismada, 6zellikle Met34 oksidasyonu diger streslere gore nispeten diisiik bulunmus
ve Met34 oksidasyonu Fab bolgesinde yer aldigr i¢in FcRn baglanmasi ve CDC
aktivitesi kaybi ile iligkili bulunmamistir (117). IgGl1 ile yapilan bir bagka ¢alismada,
Met34'iin aym1 oksidasyon kosullar1 altinda diger kalintilara gore ¢ok daha diisiik
oksidasyon gosterdigi ve Fc alaninda bulunan Met kalintilarinin oksidasyona daha

yatkin oldugu belirtilmistir. (118) .
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Gelecekte yapilacak caligmalar ile caligmanin veri setinin genisletilmesi
planlanmaktadir. Uretilecek yeni BB serileri ve satin almacak OR serileri ile stres
caligmas1 tekrarlanarak elde edilen sonuglar gii¢lendirilecektir. Bunun yam sira,
inkiibasyon siiresinin uzatilmasi veya inkiibasyon siiresince 6rnekleme noktalarinin
arttirtlmasi, stres kosullarmin ¢esitlendirilmesi gibi yaklagimlarla veri noktalari
arttirllarak BB ve OR oOrneklerinin daha genis bir aralikta karsilagtirilmasi

planlanmaktadir.

BB ve OR ornekleri ile yapilan stabilite calismasi sonunda, stabilite siiresi
boyunca gozlenen degisimler, stres uygulamasi sonucunda gozlenen degisimler ile
karsilastirilacaktir. Termal stres gibi kosullar ayn1 zamanda hizlandirilmis stabilite
calismas1 kapsaminda da kullanilmaktadir. Hizlandirilmis stabilite sonuglarinin, uzun
slire boyunca uygulanan stabilite ¢alismasi ile uyumlu sonuglar vermesi gelecekte

yapilacak arastirmalar i¢in 6nemli bilgiler saglayacaktir.

Ayrica, 151k stresi gibi mAb’larda oksidasyona neden oldugu bilinen farkli stres
kosullarinin uygulanmasi planlanmaktadir. Isik stresinin kontrollii ortamda ve stabil
151k siddeti uygulanarak gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu kosullar1 saglayacak
ekipmanlarin bulunmamasi nedeniyle bu ¢alismada 151k stresi uygulanamamistir.
Ancak, gelecekte 151k stresi ve bunun gibi stres kosullarinin uygulanabilecegi
ekipmanlar temin edilerek stres ¢alismalarinin kapsaminin  genisletilmesi

planlanmaktadir.
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6 SONUC

Bu calismada, BB ve OR firiinlerinin, dondurma/¢6zme dongiisii, termal,
kimyasal oksidasyon, asidik ve bazik pH stresi kosullar1 altinda nasil davrandiklari
arastirilmistir. BB iirlinlinilin gelistirilmesi agamasinda degerlendirilmesi gereken dis
stres unsurlarmin, iiriin iizerindeki etkileri hakkinda olduk¢a 6nemli bilgiler elde
edinilmigtir. Biyofarmasotik endiistrisinde BB iiriinlerin yayginlasmasiyla, OR
iirlinlerinden farkli olan 6zelliklerinin etkileri daha da iyi anlasilmaktadir. Uygulanan
bes farkli stres kosulunda, BB ve OR firiinlerinin gosterdikleri degisimlerin

karsilastirilmasi, tirlinlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin benzerligini géstermektedir.

Bu ¢alismanin diger bir kazanimi, kullanilan analitik yontemlerin tiretim, Stabilite
ve cesitli stres kosullarina maruz kalan BB {irliniiniin kalite degerlendirmesinde
kullaniminin uygun oldugunun gosterilmesidir. Farkli stres kosullarinda olusan
degradasyon {iriinlerinin ve modifikasyonlarin, kullanilan yontemler ile tespit

edilebildigi, ayrica kantitatif bir sekilde karsilastirilabildigi gésterilmistir.

Gelecekteki  calismalarda, bu c¢alismanin  kapsaminin  genisletilmesi
planlanmaktadir. Elde edilen sonuglarin, daha fazla BB iiretim ve OR serisi ile
tekrarlanarak dogrulanmasi, veri setinin genisletilmesi ve tiriinlerin daha fazla stres
kosulu altinda incelenmesi gelecekte bagvurulacak klinik ¢alisma 6ncesinde onemli

bilgiler saglayacaktir.
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