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Abstract 

Monoclonal antibodies (mAbs) are vital biotherapeutics widely used in treating various 

diseases. Their therapeutic efficacy and stability are significantly influenced by glycosylation 

patterns and aggregation behaviour. The expiration of patents for innovator mAbs has 

accelerated the development of biosimilars, driving the need for rapid, cost-effective analytical 

techniques. Traditional methods for glycosylation and aggregation analysis are resource-

intensive and time-consuming, prompting the demand for development of next generation 

platforms. This thesis work involved rapid quantification and characterization of N-glycans 

and aggregates by integrating machine learning (ML) algorithms and automated tools with 

advanced analytical methods. Additionally, it involves the investigation of mAb stability under 

various buffer systems and storage conditions, providing insights to optimize manufacturing 

workflows and ensure therapeutic reliability. 

The resource intensive nature of Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) for 

identification and quantification of N-glycans, necessitates the development of rapid and cost-

effective orthogonal analysis approaches. First objective (Chapter 3) was to develop an online 

method utilizing the Extreme Gradient Boosting (XGBoost) - ML algorithm for real time 

quantification of InstantPC labelled N-glycans by LC – fluorescence detector (FLD). The LC-

FLD profile was pre-processed for baseline correction and noise reduction prior to being fed 

to the ML algorithm. The algorithm had been successfully tested for commercial and inhouse 

developed mAbs and validated using LC-MS quantification as reference. The LC-FLD-ML 

model predicted values were at par with the LC-MS values with root mean square error of <0.5 

and R2 of >0.95. The average error using ML model (1.80 %) were reduced by a minimum of 

28 % and 40 % for origin (1.5 %) and manual (1.07 %) based integration, respectively. The 

approach reduces the data analysis time per sample by ~70 % (from ~5 min to ~1.5 min), 

thereby offering a time and resource efficient orthogonality with LC-MS for quantification of 

N-glycans in mAbs. 

Glycosylation, a critical quality attribute, makes glycosimilarity assessment pivotal for 

biosimilar development. The next study (Chapter 4) proposed a Python-based automated tool 

for rapid estimation of the Glycosimilarity Index (GI). A comprehensive analytical 

glycosimilarity comparison of the trastuzumab originator product, Herclon (Roche), with five 

marketed biosimilars: Trasturel (Reliance Life Sciences), Canmab (Biocon), Vivitra (Zydus 

Ingenia), Hertraz (Mylan), and Biceltis (Cipla) has been performed. Similarly, a comparison 
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between the bevacizumab originator product, Avastin (Roche), and its five biosimilars: 

Abevmy (Mylan), Krabeva (Biocon), Ivzumab (RPG LifeSciences), Bryxta (Zydus), and 

Advamab (Alkem Labs) was also presented. Glycosimilarity had been assessed using liquid 

chromatography-fluorescence detection with data integrated using the XGBoost-ML 

algorithm. The GI had been calculated by combining profile similarity and compositional 

similarity, estimated based on the criticality and tolerance of each glycan. The tool enabled 

rapid GI estimation (<1 min/sample) with reduced errors compared to Excel (> 10 min/sample). 

Biosimilars exhibited high GI (> 95%), with the lowest GI observed at 87.80% for trastuzumab 

and 92.39% for bevacizumab. The Python-based tool offers a high throughput and a reliable 

platform for glycosimilarity assessment, outperforming Excel methods. Minor variations in 

glycosylation patterns were observed among the biosimilars, suggesting a modest 

glycosimilarity variation (GI range between 80-100%).  

In this next study (Chapter 5), presented a novel dynamic light scattering (DLS)-based 

approach that allowed to quantify the relative percentage of multimers (monomer, dimer, 

trimer, and tetramer) in a mAb therapeutic product. The proposed approach used a ML 

algorithm and regression to model the system and predicted the amount of relevant species 

such as monomer, dimer, trimer, and tetramer of a mAb. The proposed DLS-ML technique 

compared favourably to all potential alternatives with respect to the key method attributes, 

including per sample cost of analysis, per sample time of data acquisition along with ML-based 

aggregate prediction (<2 min), sample requirements (<3 μg), and user-friendliness of analysis. 

The proposed rapid method can serve as an orthogonal tool to size exclusion chromatography, 

which is the current industry workhorse for aggregate assessment.  

In the fourth study (Chapter 6), the stability and kinetics of degradation when mAb samples 

are stored in commonly used Protein A elution buffers, including citrate, acetate, and glycine, 

at varying pre-existing aggregates levels (low: 1-5%, moderate: 5-15% and high: 15-25%) at 

4°C and 30°C to simulate standard and worst-case conditions. mAb samples were subjected to 

thermal stress to achieve different levels of initial aggregates. These pre-aggregated samples 

were then incubated in different buffers at 4°C and 30°C to assess aggregation rates and 

stability. Aggregates were quantified using DLS. At 30°C, half-life reductions for citrate, 

acetate, and glycine buffers were 6.30-fold, 6.48-fold, and 9.64-fold, respectively, compared to 

4°C, with glycine buffer offering the most protection against aggregation and citrate buffer the 

least. At higher initial aggregate levels, half-lives decreased by 2.15-, 1.95-, and 1.73-fold for 

citrate, acetate, and glycine buffers, respectively, compared to lower initial aggregates. This 
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shows that with the increase in initial aggregation levels, the aggregation rate increases. 

Further, while second-order kinetics was primarily observed with samples having lower initial 

aggregate levels, first-order kinetics was more common in samples with medium and high 

initial aggregate levels. Amongst all the conditions that were explored in this study, glycine 

buffer at 4°C with 1–5% initial aggregates achieved the highest half-life of 129 days. In 

contrast, at 30°C, citrate buffer with high initial aggregate levels exhibited the lowest stability, 

with a half-life of just 3.5 days. The findings highlight the significance of using optimal buffer 

systems and storage conditions for in-process intermediates during mAb manufacturing so as 

to have a robust process and safe and efficacious biotherapeutic product.  
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साराांश 

मोनोक्लोनल एंटीबॉडी (mAbs) महत्वपूर्ण बायोथेरेपू्यटटक्स हैं टिनका व्यापक रूप से टिटिन्न रोगो ंके 

उपचार में उपयोग टकया िाता है। उनकी टचटकत्सीय प्रिािकाररता और स्थिरता ग्लाइकोटसलेशन पैटनण 

और एकत्रीकरर् व्यिहार से काफी प्रिाटित होती है। इनोिेटर mAbs के टलए पेटेंट की समास्थि ने 

बायोटसटमलर के टिकास को गटत दी है, टिससे तेज़, लागत प्रिािी टिशे्लषर्ात्मक तकनीको ंकी 

आिश्यकता बढ़ गई है। ग्लाइकोटसलेशन और एकत्रीकरर् टिशे्लषर् के टलए पारंपररक तरीके संसाधन-

गहन और समय लेने िाले हैं, टिससे अगली पीढ़ी के पे्लटफॉमण के टिकास की मांग बढ़ रही है। इस 

थीटसस कायण में मशीन लटनिंग (ML) एल्गोररदम और स्वचाटलत उपकरर्ो ंको उन्नत टिशे्लषर्ात्मक 

टिटधयो ंके साथ एकीकृत करके N-ग्लाइकन और समुच्चय का तेिी से पररमार्ीकरर् और लक्षर् िर्णन 

शाटमल था। इसके अटतररक्त, इसमें टिटिन्न बफर टसस्टम और िंडारर् स्थिटतयो ंके तहत mAb स्थिरता 

की िांच शाटमल है, िो टिटनमाणर् िकण फ़्लो को अनुकूटलत करने और टचटकत्सीय टिश्वसनीयता सुटनटित 

करने के टलए अंतर्दणटि प्रदान करता है। एन-ग्लाइकन की पहचान और मात्रा का पता लगाने के टलए 

टलटिड क्रोमैटोग्राफी-मास से्पक्ट्र ोमेटर ी (एलसी-एमएस) की संसाधन गहन प्रकृटत, त्वररत और लागत 

प्रिािी ऑथोगोनल टिशे्लषर् र्दटिकोर्ो ंके टिकास को आिश्यक बनाती है। पहला उदे्दश्य (अध्याय 3) 

एलसी-फ्लोरोसेंस टडटेक्ट्र (एफएलडी) द्वारा इंस्टेंटपीसी लेबल िाले एन-ग्लाइकन की िास्तटिक समय 

मात्रा का पता लगाने के टलए एक्सटर ीम गे्रटडएंट बूस्थसं्टग (एक्सिीबूस्ट) - एमएल एल्गोररदम का उपयोग 

करके एक ऑनलाइन टिटध टिकटसत करना था। एलसी-एफएलडी प्रोफाइल को एमएल एल्गोररदम में 

फीड करने से पहले बेसलाइन सुधार और शोर में कमी के टलए प्री-प्रोसेस टकया गया था। एल्गोररदम 

का व्यािसाटयक और इनहाउस टिकटसत mAbs के टलए सफलतापूिणक परीक्षर् टकया गया था और 

संदिण के रूप में एलसी-एमएस मात्रा का उपयोग करके मान्य टकया गया था। एलसी-एफएलडी-एमएल 

मॉडल की िटिष्यिार्ी के मान एलसी-एमएस मानो ंके बराबर थे, टिसमें रूट माध्य िगण तु्रटट <0.5 और 

R2 >0.95 थी। एमएल मॉडल (1.80%) का उपयोग करने िाली औसत तु्रटट क्रमशः  मूल (1.5%) और 

मैनुअल (1.07%) आधाररत एकीकरर् के टलए नू्यनतम 28% और 40% तक कम हो गई। यह र्दटिकोर् 

प्रटत नमूने डेटा टिशे्लषर् समय को ~70% (~5 टमनट से ~1.5 टमनट तक) कम करता है, टिससे mAbs 

में N-ग्लाइकन की मात्रा का पता लगाने के टलए LC-MS के साथ समय और संसाधन कुशल 

ऑथोगोनैटलटी की पेशकश की िाती है। ग्लाइकोटसलेशन, एक महत्वपूर्ण गुर्ित्ता टिशेषता, 

ग्लाइकोटसटमलैररटी मूल्ांकन को बायोटसटमलर टिकास के टलए महत्वपूर्ण बनाती है। अगले अध्ययन 

(अध्याय 4) ने ग्लाइकोटसटमलैररटी इंडेक्स (िीआई) के तेिी से अनुमान के टलए पायथन-आधाररत 
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स्वचाटलत उपकरर् का प्रस्ताि टदया। टर ैसु्टिुमाब मूल उत्पाद, हकण लॉन (रोश) की पांच बािार में टबकने 

िाली बायोटसटमलर: टर ैसु्टरेल (ररलायंस लाइफ साइंसेि), कैनमैब (बायोकॉन), टिटिटर ा (ज़ाइडस 

इंिेटनया), हटर ाणि (माइलन) और टबसेस्थिस (टसप्ला) के साथ एक व्यापक टिशे्लषर्ात्मक 

ग्लाइकोटसटमलररटी तुलना की गई है। इसी तरह, बेिाटकजु़मैब मूल उत्पाद, एिास्थस्टन (रोश) और इसके 

पांच बायोटसटमलर: एबेिीमी (माइलन), कै्रबेिा (बायोकॉन), इिजु़माब (आरपीिी लाइफसाइंसेि), 

ब्रायक्स्टा (ज़ाइडस) और एडिामैब (एले्कम लैब्स) के बीच तुलना िी प्रसु्तत की गई। ग्लाइकोटसटमलररटी 

का मूल्ांकन टलटिड क्रोमैटोग्राफी-फ्लोरोसेंस टडटेक्शन का उपयोग करके टकया गया था, टिसमें 

एक्सिीबूस्ट-एमएल एल्गोररदम का उपयोग करके डेटा एकीकृत टकया गया था। िीआई की गर्ना 

प्रोफाइल समानता और संरचनागत समानता को टमलाकर की गई थी, टिसका अनुमान प्रते्यक ग्लाइकेन 

की गंिीरता और सहनशीलता के आधार पर लगाया गया था। इस उपकरर् ने एके्सल (> 10 

टमनट/नमूना) की तुलना में कम तु्रटटयो ंके साथ तेिी से िीआई आकलन (<1 टमनट/नमूना) सक्षम 

टकया। बायोटसटमलर ने उच्च िीआई (> 95%) प्रदटशणत टकया, टिसमें सबसे कम िीआई टर ैसु्टिुमाब के 

टलए 87.80% और बेिाटकजु़मैब के टलए 92.39% देखा गया। पायथन-आधाररत उपकरर् एके्सल 

टिटधयो ंसे बेहतर प्रदशणन करते हुए ग्लाइकोटसटमलैररटी आकलन के टलए एक उच्च थू्रपुट और एक 

टिश्वसनीय पे्लटफॉमण प्रदान करता है। बायोटसटमलर के बीच ग्लाइकोटसलेशन पैटनण में मामूली बदलाि 

देखे गए, िो एक मामूली ग्लाइकोटसटमलैररटी टिन्नता (80-100% के बीच िीआई रेंि) का सुझाि देते 

हैं। 

इस अगले अध्ययन (अध्याय 5) में, एक नया गटतशील प्रकाश टबखराि (डीएलएस)-आधाररत र्दटिकोर् 

प्रसु्तत टकया गया, टिसने एमएबी टचटकत्सीय उत्पाद में मिीमसण (मोनोमर, टडमर, टटर मर और टेटर ामर) 

के सापेक्ष प्रटतशत को टनधाणररत करने की अनुमटत दी। प्रस्ताटित र्दटिकोर् ने टसस्टम को मॉडल करने 

के टलए एक एमएल एल्गोररदम और प्रटतगमन का उपयोग टकया और एक mAb के मोनोमर, टडमर, 

टटर मर और टेटर ामर िैसी प्रासंटगक प्रिाटतयो ंकी मात्रा का अनुमान लगाया। प्रस्ताटित डीएलएस-एमएल 

तकनीक ने मुख्य टिटध टिशेषताओ ंके संबंध में सिी संिाटित टिकल्ो ंकी तुलना में अनुकूल प्रदशणन 

टकया, टिसमें प्रटत नमूना टिशे्लषर् की लागत, प्रटत नमूना डेटा अटधग्रहर् का समय और साथ ही एमएल-

आधाररत समग्र िटिष्यिार्ी (<2 टमनट), नमूना आिश्यकताएं (<3 μg), और टिशे्लषर् की 

उपयोगकताण-टमत्रता शाटमल है। प्रस्ताटित तीव्र टिटध आकार बटहष्करर् क्रोमैटोग्राफी के टलए एक 

ऑथोगोनल उपकरर् के रूप में काम कर सकती है, िो समग्र मूल्ांकन के टलए ितणमान उद्योग का 

काम है। 
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चौथे अध्ययन (अध्याय 6) में, िब mAb नमूनो ंको सामान्य रूप से उपयोग टकए िाने िाले प्रोटीन ए 

इलू्शन बफसण में संग्रहीत टकया िाता है, टिसमें साइटर ेट, एसीटेट और ग्लाइटसन शाटमल हैं, तो टगरािट 

की स्थिरता और गटतकी, अलग-अलग पूिण-मौिूदा समुच्चय स्तरो ं (टनम्न: 1-5%, मध्यम: 5-15% और 

उच्च: 15-25%) पर 4°C और 30°C पर मानक और सबसे खराब स्थिटत की स्थिटत का अनुकरर् करने 

के टलए। mAb नमूनो ंको प्रारंटिक समुच्चय के टिटिन्न स्तरो ंको प्राि करने के टलए थमणल तनाि के 

अधीन टकया गया था। इन पूिण-एकटत्रत नमूनो ंको एकत्रीकरर् दरो ंऔर स्थिरता का आकलन करने के 

टलए 4°C और 30°C पर टिटिन्न बफसण में इनकू्यबेट टकया गया था। समुच्चयो ंको गटतशील प्रकाश 

टबखराि (DLS) का उपयोग करके मात्राबद्ध टकया गया था। 30 टडग्री सेस्थियस पर, साइटर ेट, एसीटेट 

और ग्लाइटसन बफसण के टलए अधण-आयु में कमी क्रमशः  6.30 गुना, 6.48 गुना और 9.64 गुना थी, िबटक 

4 टडग्री सेस्थियस पर यह कमी थी, टिसमें ग्लाइटसन बफर एकत्रीकरर् के स्थखलाफ सबसे अटधक सुरक्षा 

प्रदान करता है और साइटर ेट बफर सबसे कम सुरक्षा प्रदान करता है। उच्च प्रारंटिक समुच्चय स्तरो ंपर, 

कम प्रारंटिक समुच्चय की तुलना में साइटर ेट, एसीटेट और ग्लाइटसन बफसण के टलए अधण-आयु क्रमशः  

2.15-, 1.95- और 1.73 गुना कम हो गई। यह दशाणता है टक प्रारंटिक एकत्रीकरर् स्तरो ंमें िृस्थद्ध के 

साथ, एकत्रीकरर् दर बढ़ िाती है। इसके अलािा, िबटक टद्वतीय-क्रम गटतकी मुख्य रूप से कम 

प्रारंटिक समुच्चय स्तर िाले नमूनो ंके साथ देखी गई थी, मध्यम और उच्च प्रारंटिक समुच्चय स्तर िाले 

नमूनो ंमें प्रथम-क्रम गटतकी अटधक आम थी। इस अध्ययन में टिन सिी स्थिटतयो ंका पता लगाया गया, 

उनमें से 1-5% प्रारंटिक समुच्चय के साथ 4 टडग्री सेस्थियस पर ग्लाइटसन बफर ने 129 टदनो ंका 

उच्चतम अधण-िीिन प्राि टकया। इसके टिपरीत, 30 टडग्री सेस्थियस पर, उच्च प्रारंटिक समुच्चय स्तरो ं

िाले साइटर ेट बफर ने सबसे कम स्थिरता प्रदटशणत की, टिसका अधण-िीिन केिल 3.5 टदन था। टनष्कषण 

mAb टनमाणर् के दौरान इन-प्रोसेस इंटरमीटडएट के टलए इितम बफर टसस्टम और िंडारर् स्थिटत का 

उपयोग करने के महत्व को उिागर करते हैं ताटक एक मिबूत प्रटक्रया और सुरटक्षत और प्रिािोत्पादक 

बायोथेरेपू्यटटक उत्पाद प्राि टकया िा सके। 
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