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内容概要

I. 抗体药物及抗体类似物的结构设计与应用

抗体基础知识

抗体筛选技术

抗体药物结构设计

抗体表达技术

II. 细胞疗法的研究与应用 （CAR-T）



第三节：抗体药物的结构设计与
应用



抗体结构设计-目录

① 抗体人源化

② 抗体Fc效应调节与改造

③ 抗体片段及衍生物

④ 双特异性抗体

⑤ 抗体-药物偶联技术

⑥ 融合抗体

⑦ 重链抗体（骆驼抗体）

⑧ 抗体与免疫检查点疗法

⑨ IgM抗体疗法

⑩ 复杂抗体衍生物

⑪单域抗体以及骨架蛋白

本节目录：

上

中

下



抗体人源化（HAMA反应）

HAMA反应：人抗鼠抗体反应 Human anti-mouse antibody (HAMA)

第一个鼠源抗体muromonab在1980s上市使用，医生发现有50%的病人后期对抗体治
疗没有反应。

副作用：

•抗体的快速清除

•更弱的肿瘤穿透性

•超敏反应

Genetch公司于1997年开发的人鼠嵌合抗体Rituximab
才解决了这个问题。

抗原

鼠源抗体

人抗鼠抗体

鼠源 嵌合

鼠源性：



抗体人源化（氨基酸序列人源化）

嵌合抗体：

人源化抗体主要指鼠源单克隆抗体以基因克隆及DNA重组技术改造，重新表达的抗体，其大部分氨基酸序
列为人源序列取代，基本保留亲本鼠单克隆抗体的亲和力和特异性，又降低了其异源性，有利应用于人体。

鼠源抗体 嵌合抗体 人源化抗体 全人源抗体

鼠源序列 人源序列 糖基化 CDR区域

嵌合抗体，即人-鼠嵌合抗体，是在基因水平上将鼠源的可变区（保护VH和VL）移植到人源抗体的恒定
区上面，得到一个大部分序列人源化的抗体。

嵌合抗体用于人体所产生的HAMA反应比鼠源单抗明显减弱，人源C区(恒定区)可更有效地介导人体一些
免疫反应。

嵌合抗体虽然可以部分解决异种蛋白的排斥问题，但由于其还含有鼠源V区，依然有可能会诱发HAMA反
应，干扰抗体疗效，诱发超敏反应，在临床上其应用会受到一定限制。

Chimeric



抗体人源化（氨基酸序列人源化）
人源化抗体，也叫改型抗体，CDR移植抗体

CDR移植抗体是第二代人源化抗体， CDR移植抗体是研究者们在嵌合抗体的基础上进一步用人源框架区（FR区）替代鼠源框
架区，仅保留了3个鼠源性CDR，其他全部为人源结构，人源性可达90%以上。

但对于特定的抗原分子，FR并不能随意替换。多方面研究均证实，具有支持作用的FR不仅为CDR的构象提供了环境，有时还
参与抗体结合。因此简单的CDR移植往往明显降低抗原-抗体结合的亲和力，甚至是丧失抗原抗体结合的能力。

针对这种状况，目前主要有四种策略：

1，同源替换，使用与鼠源对应部分具有较大

同源性的FR进行替换；

2，表面重塑，对鼠源CDR和FR表面氨基酸残基

进行重塑，以使其类似于人抗体CDR的轮廓或

者FR型式；

3，补偿变化，改编关键位置氨基酸残基，以

补偿完全的CDR移植；

4，定位保守，人源化单抗以FR保守序列为模

板进行人源化，但保留鼠源单抗可变区的关键

氨基酸残基。



Herceptin的人源化改造

最早发表的人源化技术



全人源化抗体开发方法
为了彻底消除异源性抗体的不良影响，90年代以后，人们将噬菌体展示技术应用到抗体的表达和克

隆上，产生了噬菌体抗体库技术。由此，抗体工程技术进入到了一个新的发展阶段，全人源化抗体的生产
和应用也逐渐走向成熟。

全人源化抗体是指将人类抗体基因通过转基因或转染色体技术，将人类编码抗体的基因全部转移至
基因工程改造的抗体基因缺失动物中，使动物表达人类抗体，达到抗体全人源化的目的。目前已建立多种
方法生产完全人源性抗体，主要有噬菌体展示技术、转基因小鼠技术、核糖体展示技术和RNA-多肽技术。

 噬菌体展示全人源抗体

 转基因小鼠制备全人源抗体



抗体人源化（人源化的重要性）

0%同源 67%同源 90%同源 100%同源

抗体人源化对活性的影响。

• 人源化后抗体易和人的FcRn受体结
合，提高回收，降低清除率，延长
血中半衰期，降低给药次数；

• 降低产生免疫反应的几率，更容易
重复给药；

• 抗体的Fc效应增强，包括补体效应
和细胞毒效应，生理活性更强

鼠源抗体的Fc和人的Fc受体结合差，鼠源抗体在人体内半衰期仅为12小时左右，而鼠源抗体在小鼠体内
半衰期可达3天以上。

人的抗体，即人源抗体，和小鼠的Fc受体有一定结合能力，在小鼠内半衰期可达2天以上，但是仍小于在
人体内的半衰期，人源抗体在人体内血中半衰期可达一个星期。



人源化抗体的命名规则

mABs, 2017, 9(6), 898–906



人源化抗体的命名规则 (Drug nomenclature)

抗体药物名的命名顺序：

例子：

国际医药品通用名命名基本规则：

抗体药物

小分子药物

mAbs. 2016;8(1):1-9

根据药品名识别药品的功能、靶点和结构

医药品一般有三个名字：

•化学名：

•通用名： Trastuzumab

•商品名： Herceptin



抗体Fc的工程改造
Fc介导的杀肿瘤细胞效应

补体效应 ADCC作用 ADCP作用

体液免疫 细胞免疫
Humoral immunity                    Cell immunity

吞噬膜穿孔 毒素

NK细胞 Macrophage
c1q

肿瘤细胞 肿瘤细胞 肿瘤细胞

Effector cell 
(效应细胞)

Fc工程改造的目的：

① 增强补体效应 ② 增强细胞免疫效果 ③ 延长抗体血中半衰期 ④ 降低或者消除Fc效应



抗体Fc的工程改造

Protein Cell 2018, 9(1):63–73

CH2

CH3

绿色：FcRn结合区域

红色：FcγRI, FcγRIIa, FcγRIIb和FcγRIIIb

结合区域

蓝色：C1q结合关键区域



抗体Fc的工程改造 （ADCC效应增强术）

a) Fc的氨基酸突变，提高和CD16A的亲和力

a) 抗体Fc的去岩藻糖化

a) 不同Ig亚型Fc的杂合

b) CD16A介导的双特异性抗体

双特异性抗体,利用特异性识别FcγRIII(CD16)的Fb构建双特异性抗体，
增强对效应细胞的结合，弥补Fc区的不足。

癌细胞 效应细胞肿瘤抗原 CD16A



抗体Fc的工程改造 （血中半衰期）

Nature Reviews Immunology volume 7, pages715–725 (2007)

由于抗体与的结合是敏感
型的形式，抗体通过胞饮作用
进入细胞，在酸性的内涵体中
，抗体与结合，介导抗体回到
细胞外，在胞外中性条件下，
与解离。这样避免了其他血液
中蛋白通过胞饮作用进入细胞
内被溶酶体降解的命运，从而
达到长效目的，半衰期长达几
周（IgG1、IgG2、IgG4半衰期
三周，IgG3为9天）。多家药企
尝试改造抗体以特异性提高低
pH条件下与FcRn的亲和力，达
到进一步长效化的目的。

MedImmune是最早开发pH高敏感型抗
体的药企之一，其技术同样是通过Fc几个
氨基酸的突变（M252Y/S254T/T256E，因而
该技术命名为“YTE”）



抗体再循环改造技术

FcRn和pH依赖性工程化改造的新型抗C5序贯单克隆抗体回收技术（
SMART）抗体

主要体现在pH依赖的抗原抗体结合FcRn抗体“再循环”改造的半衰期延
长和对依库珠单抗耐药患者的潜在治疗能力方面。

crovalimab单次给药（20mg/kg）即可抑制食蟹猴补体活性达到2月之久。相比之下
，剂量加倍的非pH依赖常规抗体在一个月之后就失去了效果。



抗体片段及衍生物 （主要为抗体片段及scFv衍生物）

Minibody

从抗体可变区到scFv的演变

VH-L-VLVL-L-VH

scFv的结构特点：
• VH放在VL前面或者后面影响不大，都非常常见，tag既可以

放N端也可以放C端，一般C端多一些；

• Linker的长度一般15-20个氨基酸比较好，太短会倾向于生
成Diabody和Triabody，太长容易引起酶降解或者VL/VH结
合不牢靠；

• 最常见的linker序列是GGGGS (or G4S or Gly4Ser)的多个重
复，比如最原始的15-mer(G4S)3，后来的18-mer

GGSSRSSSSGGGGSGGGG，以及20-mer (G4S)4 ，另外也有
很多其它序列报道；

• scFv的cDNA序列可以通过两步overlapping PCR构建。

http://www.abdesignlabs.com/technical-resources/scfv-cloning/

二价衍生物

三价衍生物



抗体片段及衍生物

Theranostics. 2018 Sep 9;8(17):4856-4869.

在肿瘤部位的富集与血
中半衰期直接相关

完整的Fc区可以大大增强衍生物的血中半衰期



双特异性抗体 （Bispecific antibody）

（１）同时结合两个不同的抗原表位

（２）同时靶向肿瘤细胞与效应细胞

传统抗体
双特异性抗体

抗原A 抗原B
双特异性抗体是指能同时特异性结合两种抗原或两个表
位的抗体分子。

两种基本作用模式：

双特异性抗体的应用场景：

Nature Reviews Drug Discovery，18, 585–608 (2019) 

桥连细胞 阻断受体 桥连激活受体

模拟细胞因子



天然双特异性抗体IgG4的形成机制
IgG4与其他IgG亚型的不同

IgG4

链内双硫键 链间双硫键

IgG4的Fab-arm exchange机制

IgG4链内与链间双硫键的动态平衡

Pro-Pro的扭矩较大不能形成链内双硫键
而Pro-Ser的扭矩小，可形成链内双硫键

Proline的侧链扭矩很大，
是有名的2维结构破坏者

Fab-arm

完整抗体

半抗体

双特异性抗体

IgG4的三种双特异性结构模式

Fc-Fc之间的相互作用引起双特异性二聚体



双特异性抗体应用实例 国内外双特异性抗体的开发和资本运作非常火热

• Emicizumab模拟凝血因子Ⅷa，用于A型血友病的出血预防治疗，
年销售额10亿美元

• Catumaxomab

是 bispecific T-

cell engaging

(BiTE) antibody

，一端结合肿瘤
抗原EpCAm，，
另一端也结合T

细胞的CD3， Fc

结合CD16A（效
应细胞表面Fc受
体 ） ， 增 强
ADCC效应。

Cancer Res. 2013 Sep 15;73(18):5613-7

凝血因子Ⅷa同时结合FIXa

和FX激活，激活凝血途径

双特异性抗体Emicizumab模
拟FVIIIa的功能，实现激活
凝血途径的功能。



双特异性抗体

mAbs 2009 1(6):539-47

• 常见双特异性分子及临床开发情况 Bispecific T-cell engagers (BiTEs)

• 总数大于90个项目

• 到2019年有3个上市catumaxomab、blinatumomab和caplacizumab

• 90%的双特异性抗体针对肿瘤，包括各种实体瘤

• 有11个项目治理其它疾病，比如黄斑变性、红斑狼疮、银屑病、荨麻疹等

很多双特异性抗体是抗体片段

比如BiTE (Bispecific T cell engager)
Amgen专利



双特异性抗体作用机制

http://www.biopharma-excellence.com/news/2019/2/25/harnessing-the-power-of-the-immune-system-from-bispecific-antibodies-to-car-ts-and-beyond

双特异性抗体与CAR-T等细胞疗法的比较

双特异性抗体的双靶点选择主要分四类

1. 以immue cell engager为设计原理 (占比约60%）

目的是激活和重定位免疫细胞，促进免疫细胞对癌细胞的杀伤作用。

一个靶点为肿瘤细胞表面抗原，
另一个为，免疫细胞上的蛋白，

如果招募T细胞，靶点比如CD3、4-1BB、B7-H3。CD3最常见。
如果招募NK细胞，靶点可用CD30和CD16A. (Affirmed Therapeutics)



双特异性抗体作用机制

双特异性抗体的双靶点选择主要分四类

2. 两个靶点分别靶向免疫细胞上的两个不同受体

目的是促进免疫细胞的激活或者阻断免疫细胞的受抑制。

比如MGD-013抗体靶向PD-1和LAG-3; MGD009抗体靶向B7-H3和CD3，从而可以增强T细胞的抗肿瘤活性

3. 两个靶点分别为癌细胞上面的两个靶点

目的是抑制代偿作用或起到协同作用效果。

典型代表是同时靶向c-met和EGFR多个抗体，包括礼来的LY3164530、强生的JNJ-61186372等，通过同时
阻断EGFR下游的信号通路抑制EGFR对c-met的信号通路的代偿作用，以期起到更好的杀伤癌细胞的作用。

4. 靶向癌细胞表面同一抗原的不同表位，发挥“1+1>2”的抑制作用

最经典的靶点是HER2/neu基于单个抗体的双表位的抑制体现出的效果超出单纯叠加作用的新机制和更好的效
果。相关项目不下5个。



双特异性抗体构建方法

• 常规方法（Quadromas），即杂交-杂交瘤技术（Hybrid-hybridoma Technology）
四杂交瘤（Quadroma）技术诞生于1983年，融合2种杂交瘤细胞可制备双特异性抗体。

• 四杂交瘤细胞分泌的抗体组合模式

四杂交瘤细胞可以分泌生成4个

抗体组件(2种轻链和两种重链)，总

有16种可能的组装模式。其中有6种

是重复的，包括期望的双特异性抗

体，所以总共有10种可能。目标抗

体的总产率是12.5%（6.25%×2）。

所有组装模式中仅有目标抗体有双

特异性。



双特异性抗体构建方法

• Knob in Hole 技术 口袋

mAbs 2012, 4:6, 653–663



双特异性抗体构建方法
• CrossMab技术

CrossMab技术是Roche公司（罗氏制药）在2010年左右开发的双特异性抗体构建方法，相对于1997年出现的Knob in 

hole技术，CrossMab技术是一个更新的技术。但是这两种技术各有优劣，一般可以结合应用，更好的构建双特异性抗体。

域交换

Biopharmaceutical Processing, Chapter 41 - Process Design for Bispecific Antibodies

CrossMab

Fab域交换

V域交换
CH1域交换

缺点：

•一个抗体上面可用的次数和地方有限

•域交换后有较大产生免疫反应的风险

•域交换有可能对抗体的稳定性产生负面影响

Knob in hole和CrossMab的结合实现高效组合



双特异性抗体构建方法

Med. Chem. Commun., 2014,5, 408-431

双特异性抗体的其它构建方法



抗体-药物偶联技术

抗体
连接子 化学毒素

靶向性 毒理活性

由重组单克隆抗体（mAb）通过合成接头共价结合细胞毒性化学物
质（称为弹头）组成，不仅具有高度细胞毒性的小分子药物的抗肿瘤效
力，也结合了mAb的高选择性，稳定性和有利的药代动力学特征。

抗体-药物偶联物有三个重要部件组成：单克隆抗体、连接子和化
学毒素弹头。
• 抗体主要提供高度靶向性，并利用其Fc域提供一个长循环的药代
动力学优势。
• 连接子链接药物，决定链接的选择性，化学药物释放方式
• 化学毒素是对抗体的杀细胞效果的增强，往往选择强毒性化合物
，起主要的杀癌细胞效果。

附表.FDA已批准的抗体药物偶练物，更多的在临床试验



抗体-药物偶联技术
经典连接子

第一代连接子 第二代连接子

第三代连接子

酸敏感及双硫键

稳定共价键

内涵体内特异性酶切链

连接子：
•酸切断
•还原切断
•酶切断
•不可切断



抗体-药物偶联技术
连接子的稳定性非常重要

稳定性 毒性

Cancer Res. 2008 Nov 15;68(22):9280-90.



抗体-药物偶联技术

Val-Cit-PAB技术



抗体-药物偶联技术
作用机制：化学毒素的杀细胞作用与抗体阻断作用的联合作用

Clin Cancer Res. 2014 Jan 1;20(1):15-20



常用化学毒素

最强的化学毒素：

IC50 : 10-10 ~ 10-11 M

微管蛋白抑制剂

MMAE

DM1/DM4

DNA烷化剂

Calicheamicin

Anthracylines

Duocarmycins

Pyrrolobenzodiazepines

抗体-药物的最佳偶联比例：
1:4 (magic ratio)

每个抗体分子偶联2-4个药物分子



抗体-药物偶联方法

• 直接标记到抗体表面氨基或者游离的巯基

• 酶催化定点标记

• 糖基标记



抗体-药物偶联方法
• THIOMAB™技术 （Roche，罗氏制药）

优点：定点标记、偶联标记的药物少、偶联物稳定

缺点：需要在特定位点基因突变为Cys



融合抗体
在抗体上面或者抗体片段上面，在基因层面上融合其它功能蛋白质，实现治疗目的。

最常见的是在融合其它蛋白质在抗体的Fc上面，即Fc融合蛋白。

Therapeutic Fc-Fusion Proteins

Steven M. Chamow (Editor)   ISBN: 978-3-527-33317-2 March 2014 Wiley-Blackwell 

400 Pages

参考书目：

经典案例



Trends Biotechnol. 2015 Jan;33(1):27-34

融合抗体 - 融合抗体的结构与血中半衰期的关系



蛋白融合对抗体半衰期的影响

Conner_lecture.2018 Monoclonal Antibody (mAb) Disposition & Pharmacokinetics  （Amgen course）



融合抗体 - 融合抗体的经典案例分析

Dulaglutide 

Rilonacept

Lumoxiti 

(Moxetumomab Pasudotox)

scFv-toxin fusion



重链抗体（骆驼抗体与鲨鱼抗体）

容忍极端温度和pH值

识别难识别抗原

组织穿透能力

生物利用度

Medical Microbiology and Immunology 198(3):157-74

传统抗体 重链抗体

IgG类抗体
骆驼的HcAb抗体 鲨鱼的

IgNAR抗体

从hcAb到单域抗体（nanobody）

特色：两个CDR加一个长的CDR3

sdAb

长铰链亚型
短铰链亚型



三种抗体的可变区比较

Int J Nanomedicine. 2016; 11: 3287–3303



最重要的重链抗体-骆驼抗体的发展史



重链抗体与人IgG抗体的比较

重链抗体的人源化

疏水结合区

亲水区 疏水区

三个常规CDR

CDR1，CDR2和超长CDR3

模仿hcAb结构，利用人源IgG

序列模仿的全人源hcAb。

Front Immunol. 2018 Nov 6;9:2559. doi: 10.3389/fimmu.2018.02559. 

Nb-hcAb： nanobody-based (human) heavy chain antibody



单域抗体与scFv的比较
单域抗体

scFv

较长的CDR3



抗体与免疫检查点疗法
肿瘤免疫原理与免疫检查点

2018诺贝尔生理医学奖

APC细胞提取肿瘤抗原 APC细胞迁移到淋巴

淋巴内APC激活T细胞

激活T细胞迁移入肿瘤组织

T细胞激活反应肿瘤免疫反应



抗体在免疫检查点的狙击战
检查点1：T细胞的激活

检查点2：肿瘤细胞的免疫识别

通过CTLA-4抗体狙击

通过PD-1
抗体狙击



抗体与免疫检查点疗法

Gut. 2018 Nov;67(11):2056-2067

两种最经典，最常见的免疫检查点抗体疗法



抗体与免疫检查点疗法

目前已知两个免
疫检查点相关位
点.

检查点2

检查点1



免疫检查点疗法市场

可瑞达，10大畅销药王第三名，年销售额98亿美元

已上市抗体产品



免疫检查点疗法的缺陷和挑战

免疫检查点阻断可以通过增
强免疫系统的活性而引起炎症副
作用，这些副作用常被称为免疫
相关不良事件。尽管任何器官系
统都可能受到影响，但免疫相关
不良事件最常累及胃肠道、内分
泌腺、皮肤和肝脏。中枢神经系
统和心血管系统、肺、肌肉骨骼
系统以及血液系统也可受累，但
与前几个系统器官相比受累较少
。潜在的免疫相关不良事件的范
围广泛，需要各个临床科室的医
护人员进行多学科协作处理。



IgM抗体疗法

人的Ig抗体亚型



IgM的特点

IgM的特点：

•IgM是免疫系统应急抗原后产生的第一个可以结合抗原的抗体

•占血清中抗体总量的5-10%；

•在B细胞上面以单体出现出现，而不是5聚体；

•五聚体型式的IgM是分泌型抗体，像常规IgG抗体一样；

•IgM的五聚体结构是通过糖基化的J chain蛋白聚在一起的；

•IgM拥有10个Fab（即10个结合位点），抗原结合能力最强；

•IgM的补体激活能力也是所以抗体种型中最强的；

•像IgA一样，IgM也可以分泌到肠粘膜表面（mucosal surface

）。



IgM抗体的结构

普通IgG

常规五聚IgM 六聚IgM
IgM的单体结构

IgM的原子扫描电镜

J chain
IgM六聚体和五聚体的构像



IgM抗体的医用价值
全球专业开发IgM抗体的公司，位于加州的IGM Biosciences（IGMS）在NASDAQ上市，IPO发行价为16美元

，募集1.75亿美元。上市首日大涨51.88%，股价达24.3美元，市值为6.26亿美元。

IgM相比IgG具有以下的生物学优势：
1、与肿瘤相关碳水化合物和糖基化蛋白等困难靶点的结合更强，可极大扩展癌症靶点的范围；
2、交联细胞表面受体的能力更强，可以显著增强细胞信号用于杀死癌细胞或刺激T细胞；
3、极大增强补体依赖性细胞毒性（CDC）杀死癌细胞而不需要免疫细胞的存在。

应用领域

IGM-2323拥有10个CD20的结合位点和1个CD3结合位点，
因此其对表达CD20的癌细胞具有比基于IgG的CD20抗体更强的
结合能力，对于低表达的癌细胞也具有较强的杀伤效果。

2、受体交联激动剂

1、双特异性抗体（T cellengagers）及更高抗原结合能力

激活肿瘤坏死因子受体超家族（TNFrSF）受体一般需要
三个或多个受体在肿瘤细胞表面交联形成复合体，发送程序性
死亡信号杀死肿瘤细胞。IGM Biosciences利用IgM具有多个结
合位点的特性，激活TNFrSF受体，发送程序性死亡信号杀死肿
瘤细胞，而常规IgG难以激活TNFrSF受体。

IgM抗体具有结合位点多、结合能力强、细胞因子风暴更低、CDC效应更强等一
些传统IgG不具备的优势，发挥传统IgG难以实现的生物学效应，有望成为传统
IgG之外治疗性抗体的重要补充。



复杂抗体衍生物



Front Immunol. 2016 Oct 6;7:394. 

复杂抗体衍生物的结构



复杂抗体衍生物的结构
免疫检查点PD-1或其配体PD-L1的抗体已被批准用于治疗多种晚期癌症，然而，

在多数肿瘤患者中只对不到20%的患者有效。相关研究已发现TGF-β是使得免疫检查
点抑制剂失效的一个重要原因。另外，在肿瘤微环境中的TGF-β（转化生长因子）在
调节性T细胞（Tregs）发育中发挥重要作用。许多晚期癌症中都有Treg浸润，并且这
种浸润与预后不良密切相关。

M7824由与TGF-β受体2蛋白的细胞外结构域连接的抗PD-L1单抗组成，可同时靶
向这两个常见的癌细胞信号通路。有效率提高到80%以上。

Merck一期临床



拟抗体（Antibody mimetic）

Development 2018 145: dev148874 doi: 10.1242/dev.148874 

拟抗体是一种功能与抗体类似，但结构与之完全没有任何关系的有机化合物，它可以
与抗原特异结合。通常它是人造的肽或者蛋白质，摩尔质量介于3至20kDa之间。



各种拟抗体



拟抗体性质比较

拟抗体相对于抗体来说
，通常都具有更好的溶解性
，组织穿透能力，更好的热
稳定性和酶稳定性，以及相
对较低的生产成本。拟抗体
正被开发用于治疗与医学诊
断上

某些拟抗体具有和抗
体类似的β折叠结构。



最著名的抗体与最著名的拟抗体



https://www.roche.com/research_and_development/what_we_are_working_on/research_technologies/protein-related_technologies/crossmab_technology.htm



抗体表达

表达细胞与糖基化

https://en.wikipedia.org/wiki/N-linked_glycosylation

https://en.wikipedia.org/wiki/N-linked_glycosylation

