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Abstract 

The ever-increasing global prevalence of the various human diseases, the advancements in 

treatment methods and the demand for targeted therapies have fueled rapid commercialization 

of biotherapeutic proteins. Despite their enormous potential in providing an efficient model of 

healthcare, the associated quality, safety, and efficacy issues are a major concern. Following 

the patent cliff of certain innovator products, biosimilar development has gained momentum 

and has resulted in several biosimilar approvals across the globe. Owing to structural 

complexities of biotherapeutic proteins, regulatory agencies mandate thorough analytical 

characterization of these products, including the microheterogeneity, batch-to-batch variability, 

stability studies, and impurity profiling as per International Council for Harmonisation of 

Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH) Q6B guidelines. Analytical 

characterization and comparability assessment of critical quality attributes (CQAs) of these 

proteins consist of extensive physicochemical and functional characterization using 

appropriate, validated, and orthogonal analytical methods. A major hurdle in this entire exercise 

is to accurately quantify the various CQAs as well as our limited understanding of the CQAs 

and their inter-attribute relationships. Another challenge is to assess the impact of each CQA 

on the product’s bioactivity. Hence, an analytical characterization platform should consist of 

modality and/ or product-specific, tailor-made methods that have been optimized as per the 

product under consideration. 

The first objective presents the comprehensive comparability exercise performed on 

biotherapeutic products namely insulin glargine, filgrastim (two microbial products) and 

rituximab (one mammalian product) by means of a wide array of state-of-the-art, validated, and 

orthogonal analytical methods in accordance with the regulatory guidelines on Similar 

Biologics. It offers robust evidence of physicochemical and functional similarity of the 

biosimilars approved in the Indian market with the pertinent innovator products. It also provides 

significant analytical evidence to help reduce reliance on non-clinical, preclinical, and clinical 

studies and increase biosimilar acceptance among patients for affordable healthcare. For insulin 

glargine, an overall analytical comparability was observed across biosimilars with respect to 

Lantus®, low amounts of product-related variants were observed in Biosimilar 4 with 

glutamine deamidation, which was found to impact product stability. Also, % aggregation at 

14 days exhibited statistical correlation with % aggregation at 0 day and the number of months 

from expiry. For filgrastim, the biosimilars were found to be comparable to Neupogen®, but 
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an anomaly was also reported, where a conformational variant was identified in the shoulder 

peak of Biosimilar 3 using reverse phase chromatography with fluorescence detection and 

electrospray ionization-mass spectrometry initially recognized as oxidized variant. For 

rituximab, the biosimilars exhibited analytical comparability to Ristova® with respect to 

structure and function, but significant charge and glycan-based heterogeneities were also 

observed, which resulted in effect on bioactivity from the in-vitro assays. 

The second objective was to elucidate charge and size-based heterogeneities in monoclonal 

antibody (mAb)-based therapeutic proteins. Product instabilities are a major concern during 

manufacturing, formulation development, storage, filling, and shipping. Both size-based 

(fragments and aggregates) and charge-based (basic and acidic variants) heterogeneities of two 

products, bevacizumab, and trastuzumab were assessed upon application of different stresses 

i.e., thermal, mechanical, and hypertonic and low pH stresses. Both mAbs exhibited wide 

variability in charge variant distribution and behaved differently concerning product stability 

under different stress conditions. However, the presence of certain charge variants dominated 

mAb degradation. It was observed that thermal stress had the most significant impact, low pH 

generated a higher proportion of soluble aggregates while salt and thermal stresses induced 

precipitation. It was concluded that deamidation-induced aggregation was the most significant 

contributor to product degradation in bevacizumab, and high acidification causing significant 

loss of the main variant along with deamidation-induced aggregation were observed in 

trastuzumab. 

The third objective was to elucidate the relationship between charge and glycan-based 

heterogeneities in mAb-based products. By virtue of their origin, mAbs are inherently complex 

molecules with a range of heterogeneities with respect to charge and glycan in the final 

formulation, likely to impact the bioactivity, efficacy, and stability of the product. Charge 

variants are critical in affirming the need for identification and characterization of these 

modifications. With respect to glycosylation, different charge variants exhibited significant 

differences in their glycoform distribution, but certain glycoforms dominated certain charge 

variants. While the acidic variant, A1, consisted of deamidation and pyroglutamate forms, basic 

variants, B1 and B2, were lysine variants, and B3, contained methionine oxidation. Statistical 

models were developed to study the impact of glycan distribution on complement-dependent 

cytotoxicity activity and charge distribution. It was found that while bioactivity statistically 

correlated with G1F, galactosylated, high mannose, and afucosylated glycans (linearly), it 
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correlated with G1F/G2F and [G1F/G2]SA (non-linearly). Also, galactosylated glycans 

showed increasing dependence (non-linearly) for main and basic fractions, whereas sialylated 

glycans showed increasing dependence (linearly) for acidic fractions. 

The fourth objective was to elucidate disulfide heterogeneities in mAb-based products. 

Reduced and non-reduced peptide mapping by mass spectrometry analysis is a commonly used 

method for characterization of post translational modifications (PTMs) and disulfide bridging 

to assess structural integrity, and heterogeneity of the therapeutic proteins. However, non-

enzymatic artifacts induced during sample preparation are often observed when basic pH is 

used during denaturation and digestion. A reduced and non-reduced peptide mapping method 

has been proposed for mAb’s primary structure characterization with low concentration of 

reducing and alkylating agent at high temperature under acidic pH. Two rituximab products, 

commercial and in-house, were used as model proteins to develop and optimize the method. 

Using this method, PTMs and disulfide scrambled peptides were significantly accessed and 

found to be less compared to traditional methods at alkaline pH. Results demonstrated that the 

method is robust, identifies and minimizes artifacts produced during the sample preparation. 

Overall, the work presented in the thesis aims to establish robust analytical platforms for 

characterization and comparability studies of biotherapeutic proteins and provide an insight 

into quality attributes and the cofactors affecting stability and bioactivity. This information is 

of significant interest to biopharma manufacturers as well as academic researchers working on 

development of biotherapeutic products. 
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सार 

विविन्न मानि रोगोों के बढ़ते िैविक प्रसार, उपचार विवियोों में प्रगवत और लवित उपचारोों की माोंग ने जैि-

वचवकत्सीय प्रोटीन के तेजी से व्यािसायीकरण को जन्म विया है । स्वास्थ्य िेखिाल का एक कुशल मॉडल 

प्रिान करने में उनकी विशाल िमता के बािजूि, गुणित्ता, सुरिा और प्रिािकाररता के मुदे्द एक प्रमुख 

वचोंता का विषय हैं । कुछ निोने्मषी उत्पािोों की पेटेंट समाप्ति के बाि, बायोवसवमलर विकास ने गवत प्राप्त 

की है और इसके पररणामस्वरूप िुवनया िर में कई बायोवसवमलर अनुमोिन प्राप्त हुए हैं । जैि-

वचवकत्सीय की सोंरचनात्मक जवटलताओों के कारण आईसीएच कू्य6बी विशावनिेशोों के अनुसार सूक्ष्म 

विषमता, बैच-टू-बैच पररिततनशीलता, स्थिरता अध्ययन और अशुप्ति प्रोफाइवलोंग सवहत वनयामक 

एजेंवसयोों के सोंपूणत विशे्लषणात्मक लिण िणतन को अवनिायत करता है । इन प्रोटीनोों की महत्वपूणत गुणित्ता 

विशेषताओों (सीकू्यए) के विशे्लषणात्मक लिण िणतन और तुलनात्मक मूल्ाोंकन में उपयुक्त, मान्य, 

ऑिोगोनल विशे्लषणात्मक विवियोों का उपयोग करके व्यापक िौवतक रासायवनक और कायातत्मक लिण 

िणतन शावमल है । सोंपूणत अभ्यास में एक बडी बािा विविन्न सीकू्यए को साि-साि और सटीक रूप से 

वनिातररत करना और सीकू्यए के अोंतर-विशेषता सोंबोंिोों के बारे में हमारी सीवमत समझ है । एक अन्य 

चुनौती उत्पाि की जैिसवियता पर प्रते्यक सीकू्यए के प्रिाि का आकलन करना है, इसवलए एक 

विशे्लषणात्मक लिण िणतन मोंच में एक सुसोंगत ििा उत्पाि िेने के वलए उत्पाि विकास रणनीवतयोों के 

अनुसार सिोत्तम रूप से अनुकूवलत तौर-तरीके और उत्पाि-विवशष्ट, िजी-वनवमतत तरीके शावमल होने 

चावहए । 

पहला उदे्दश्य जैि-वचवकत्सीय उत्पािोों जैसे इोंसुवलन ग्लावगतन, वफल्ग्रास्िम (िो माइिोवबयल उत्पाि) और 

रीटस्िमैब (एक स्तनिारी उत्पाि) पर अत्यािुवनक, मान्य और ऑिोगोनल विशे्लषणात्मक तरीकोों की 

एक विसृ्तत शृ्ोंखला के माध्यम से व्यापक तुलनात्मक अभ्यास समान जीिविज्ञान पर वनयामक 

विशावनिेशोों के अनुसार प्रसु्तत करता है। यह प्रासोंवगक इनोिेटर उत्पािोों के साि िारतीय बाजार में 

स्वीकृत बायोवसवमलर की िौवतक-रासायवनक और कायातत्मक समानता का मजबूत प्रमाण प्रसु्तत करता 

है । यह गैर-नैिावनक, प्रीस्िवनकल और स्िवनकल अध्ययनोों पर वनितरता को कम करने और सस्ती 

स्वास्थ्य िेखिाल के वलए रोवगयोों के बीच बायोवसवमलर स्वीकृवत बढ़ाने में मिि करने के वलए महत्वपूणत 

विशे्लषणात्मक साक्ष्य प्रिान करता है । इोंसुवलन ग्लावगतन के वलए, लैंटस के सोंबोंि में बायोवसवमलर में एक 

समर विशे्लषणात्मक तुलना िेखी गई है, लेवकन बायोवसवमलर 4 में गू्लटामाइन डीवमडेशन के साि 

उत्पाि-सोंबोंवित िेररएों ट की कम मात्रा िेखी गई है, जो उत्पाि स्थिरता को प्रिावित करने के वलए पाया 
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गया है । इसके अलािा, 14 विनोों के % एकत्रीकरण ने 0 विन के % एकत्रीकरण और समास्प्त से महीनोों 

की सोंख्या के साि साोंस्ख्यकीय सहसोंबोंि प्रिवशतत वकया है । वफल्ग्रास्िम के वलए, बायोवसवमलर को 

नू्यपोजेन से तुलनीय पाया गया है, लेवकन एक विसोंगवत िी बताई गई है, जहाों आरपीसी-एफएलडी और 

ईएसआई-एमएस का उपयोग करते हुए बायोवसवमलर 3 के शोल्डर वशखर में एक गठनात्मक सोंस्करण 

की पहचान की गई है, वजसे शुरू में ऑिीकृत सोंस्करण के रूप में मान्यता िी गई िी । रीटस्िमैब के 

वलए, बायोवसवमलर ने सोंरचना और कायत के सोंबोंि में ररस्तोिा के वलए विशे्लषणात्मक तुलनात्मकता 

प्रिवशतत की, लेवकन महत्वपूणत चाजत और ग्लाइकेन-आिाररत विषमताएों  िेखी गईों है, वजसके 

पररणामस्वरूप इन-विटर ो परख से बायोएस्िविटी पर कुछ प्रिाि पडा है । 

िूसरा उदे्दश्य मोनोिोनल एों टीबॉडी आिाररत वचवकत्सीय प्रोटीन में चाजत और आकार-आिाररत 

विषमताओों को स्पष्ट करना है । उत्पाि अस्थिरता वनमातण, वनमातण विकास, िोंडारण और पररिहण के 

िौरान एक प्रमुख वचोंता का विषय है । िोनोों आकार-आिाररत (टुकडे और समुच्चय) और चाजत-आिाररत 

(मूल और अम्लीय िेररएों ट) िो मोनोिोनल एों टीबॉडी उत्पािोों, बेिावकजुमैब, और टर ैिुजुमैब 

की विषमताओों का मूल्ाोंकन विविन्न तनािोों यानी िमतल, मैकेवनकल और हाइपरटोवनक और वनम्न पीएच 

तनाि के आिेिन पर वकया गया है । िोनोों मोनोिोनल एों टीबॉडी ने चाजत िैररएों ट वितरण में व्यापक 

पररिततनशीलता का प्रिशतन वकया है और विविन्न तनाि स्थिवतयोों के तहत उत्पाि स्थिरता के सोंबोंि में 

अलग-अलग व्यिहार वकया है, हालाोंवक कुछ चाजत िेररएों ट की उपस्थिवत मोनोिोनल एों टीबॉडी वगरािट 

पर हािी रही । यह िेखा गया है वक उष्ण तनाि का सबसे महत्वपूणत प्रिाि पाया गया है, कम पीएच ने 

घुलनशील समुच्चय का उच्च अनुपात उत्पन्न वकया है जबवक नमक और उष्ण तनाि ने िषषण को पे्रररत 

वकया है । यह वनष्कषत वनकाला गया है वक बेिावकजुमैब में उत्पाि की वगरािट के वलए डीवमडेशन-पे्रररत 

एकत्रीकरण सबसे महत्वपूणत योगिानकतात है और डीवमडेशन-पे्रररत एकत्रीकरण के साि- साि उच्च 

अम्लीकरण और मुख्य प्रकार के नुकसान को टर ैिुजुमैब में िेखा गया है । 

तीसरा उदे्दश्य मोनोिोनल एों टीबॉडी उत्पािोों में चाजत और ग्लाइकेन-आिाररत विषमताओों के 

बीच सोंबोंि को स्पष्ट करना है । अपने मूल के आिार पर, मोनोिोनल एों टीबॉडी स्वािाविक रूप से जवटल 

अणु होते हैं, वजनमें अोंवतम सूत्रीकरण में चाजत और ग्लाइकेन के सोंबोंि में कई प्रकार की विषमताएों  होती 

हैं, जो उत्पाि की जैि-सवियता, प्रिािकाररता और स्थिरता को प्रिावित कर सकती हैं। इन सोंशोिनोों की 

पहचान और लिण िणतन की आिश्यकता की पुवष्ट करने में चाजत िेररएों ट महत्वपूणत हैं। ग्लाइकोवसलेशन 

के सोंबोंि में, विविन्न चाजत िेररएों ट ने अपने ग्लाइकोफॉमत वितरण में महत्वपूणत अोंतर प्रिवशतत वकया है, 

लेवकन कुछ ग्लाइकोफॉमत को कुछ चाजत िेररएों ट पर हािी पाया गया है । मूल रूप से अम्लीय सोंस्करण, 
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ए1, में एस्पारागीन डीवमडेशन और पाइरोगू्लटामेट रूप शावमल है, बी1 और बी2, लाइवसन िेररएों ट है, 

और बी3 में मेवियोनीन ऑिीकरण है । सीडीसी परख और चाजत वितरण पर ग्लाइकेन वितरण के प्रिाि 

का अध्ययन करने के वलए साोंस्ख्यकीय मॉडल विकवसत वकया गया है और यह पाया गया वक सीडीसी 

परख साोंस्ख्यकीय रूप से G1F/G1F, G1F, गैलेक्टोवसलेटेड, उच्च मैनोस, और अफू्यकोवसलेटेड (रैस्खक 

रूप से), और [G1F/G2]SA (गैर-रैस्खक रूप से) रूपोों के साि सहसोंबद्ध है। इसके अलािा, 

गैलेक्टोवसलेटेड रूपोों ने मुख्य और बुवनयािी अोंशोों के वलए बढ़ती वनितरता (गैर-रैस्खक रूप से) विखाई, 

जबवक वसयालेटेड रूपोों ने अम्लीय अोंशोों के वलए बढ़ती वनितरता (रैस्खक रूप से) विखाई है । 

चौिा उदे्दश्य मोनोिोनल एों टीबॉडी उत्पािोों में डाइसल्ग्फाइड विषमताओों को स्पष्ट करना है । मास 

से्पिर ोमेटर ी विशे्लषण द्वारा रेडू्यसड और गैर-रेडू्यसड पेप्टाइड मैवपोंग सोंरचनात्मक अखोंडता, विवििता 

और वचवकत्सीय प्रोटीन की गुणित्ता का आकलन करने के वलए पीटीएम और डाइसल्ग्फाइड वलोंकेज लिण 

िणतन के वलए आमतौर पर इसे्तमाल की जाने िाली विवि है । हालाोंवक, आकलन करने के िौरान 

विषमताओों को अिर तब िेखा जाता है जब मूल पीएच विकृतीकरण और पाचनविया के िौरान उपयोग 

वकया जाता है । इन विषमताओों को कम करने के वलए, कई शोधकताषओ ंद्वारा विविन्न अम्लीय पीएच 

स्थिवतयोों का उपयोग करने िाले तरीके विकवसत वकए गए हैं । हालाोंवक, अम्लीय पीएच छूटी हुई और गैर-

विवशष्ट िरारोों को बढ़ाता है, जो विशे्लषण करता है । इस अध्ययन में, हमने मोनोिोनल एों टीबॉडी के 

लिण िणतन के वलए एक रेडू्यसड और गैर-रेडू्यसड पेप्टाइड मैवपोंग विवि का उपयोग वकया है जो 

टीसीईपी के समािेश के साथ- साथ अल्काइलेवटोंग एजेंट की कम साोंद्रता, उच्च तापमान और अम्लीय 

पीएच पर विषमताओों को कम करता है । िो उत्पािोों, एक स्वीकृत और एक लैब वनवमषत रीटस्िमैब का 

उपयोग विवि को विकवसत और अनुकूवलत करने के वलए मॉडल प्रोटीन के रूप में वकया गया है । इस 

पद्धवत का उपयोग करते हुए, पीटीएम और गैर डाइसल्ग्फाइड बॉन्ड पेप्टाइड्स को महत्वपूणत रूप से 

एिेस वकया गया और िारीय पीएच पर पारोंपररक तरीकोों की तुलना में कम पाया गया है । इस अध्ययन 

ने इस बात पर पररणाम प्रिवशतत वकया है वक यह विवि मजबूत है और पेप्टाइड मैवपोंग विवि में नमूना तैयार 

करने के िौरान उत्पावित विषमताओों को कम करता है। 

कुल वमलाकर, इस िीवसस कायत का उदे्दश्य जैि-वचवकत्सीय प्रोटीन के लिण िणतन और तुलनात्मक 

अध्ययन के वलए मजबूत विशे्लषणात्मक पे्लटफॉमत थिावपत करना है और गुणित्ता विशेषताओों, स्थिरता 

और जैि-सवियता को प्रिावित करने िाले सहकारकोों में एक अोंतर्दतवष्ट प्रिान करना है। जानकारी का यह 

टुकडा वनमातताओों को कुछ प्रमुख चुनौवतयोों का समािान करने में मिि कर सकता है जो वक उत्पाि की 

गुणित्ता प्रोफाइल को प्राप्त करने के वलए प्रविया और उत्पाि विकास के िौरान सामना करना पडता है ।  
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