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Abstract 
Throughout the past few decades, biotherapeutics have demonstrated significant clinical 

success and have been utilized successfully to treat a variety of serious illnesses. Monoclonal 

antibodies (mAbs) remain dominant in the category of biotherapeutics in terms of approvals of 

genuinely new biopharmaceuticals coming to market and market value contribution during 

2018 – 2022. Chinese hamster ovary (CHO) cell is chosen to be default mammalian expression 

system with 89% of total products expressed in mammalian system. CHO cell is most favoured 

expression system because of its capabilities for post translational modifications (PTMs) of 

mAbs which closely resembles human mAbs. Despite being most efficient therapeutic 

molecules, production of mAbs in CHO cells imposes certain challenges like making them cost 

effective, maintaining batch-to-batch consistency, understanding process variability to make 

them suitable for a continuous production platform. Cell culture media forms the immediate 

environment of cells where they grow and propagate and eliminate their waste. Media is the 

water-based solution in which many components such as amino acids, minerals, vitamins, and 

salts are dissolved to make it suitable for cell growth. In this study we explored the role of the 

media in manipulating the critical quality attributes (CQAs) of mAb therapeutics. 

In chapter 3 we investigate how vitamins and metal ions affect protein expression and CQA, 

specifically charge heterogeneity of mAb. The study examined the use of pyridoxine 

hydrochloride, biotin, folic acid, choline chloride, thiamine hydrochloride, and D-calcium 

pantothenate, as well as metal ions like Fe, Zn, Cu, Co, Mg, Mn, and Ni as addition to cell 

culture media. The findings suggest that pyridoxine enhances volumetric productivity, while 

Zn, Cu, Fe, Mn, and biotin influence charge heterogeneity. Fe, Mn, and Ni increase the 

production of acidic variants, whereas Cu and biotin inhibit it. Zn decreases the formation of 

basic variants, while biotin increases them. Further we demonstrate how we can achieve the 

charge variant profile of the reference molecule Herceptin® by utilizing metal ions as charge 

variant modulators. The in-house produced trastuzumab exhibited significantly lower acidic 

variants (17.64 ± 1.07% acidic and 12.86 ± 0.43% basic) compared to the reference product 

(24.97 ± 0.54% acidic and 11.41 ± 1.44% basic). After a thorough investigation, zinc was 

selected to regulate basic charge variations and iron was used to modify acidic charge variants. 

With optimal metal ion supplementation, the charge variant profile for in-house monoclonal 

antibody (24.7 ± 0.83% acidic and 14.4 ± 0.64% basic) closely matched that of the reference 

product. Although a minor reduction in viable cell density and product titer (~7%) was 
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observed, there was no significant impact on other quality attributes, including glycans and 

specific cell productivity. 

In chapter 4, an extensive screening of various media additives (including metal ions, vitamins, 

sugars, and nucleosides) was conducted to evaluate their effects on glycosylation. This was 

followed by optimizing the concentration of the shortlisted components to control the 

galactosylation, afucosylation, mannosylation, and sialylation of monoclonal antibodies 

(mAbs). A one factor at a time (OFAT) approach was employed to screen the media additives 

for their effects. Six additives were shortlisted based on their impact and used to modulate the 

glycosylation profile of an in-house produced mAb (G0 2.38 ± 0.08%, G0F 75.58 ± 0.45%, 

G1F 10.07 ± 0.04%, G2F 0.54 ± 0.01%, G0F-N 5.84 ± 0.32%, sialylation 1.60 ± 0.33%, 

mannosylation 1.56 ± 0.39%) to match the glycan profile of a commercially available reference 

product (G0 2.49 ± 0.07%, G0F 37.83 ± 0.37%, G1F 34.77 ± 0.03%, G2F 4.87 ± 0.01%, G0F-

N 2.34 ± 0.12%, sialylation 9.84 ± 0.30%, mannosylation 2.86 ± 0.29%). The proposed 

approach resulted in a glycan profile (G0 2.10 ± 0.07%, G0F 38.00 ± 0.49%, G1F 31.92 ± 

0.09%, G2F 5.26 ± 0.54%, G0F-N 1.92 ± 0.02%, sialylation 10.28 ± 1.68%, mannosylation 

3.12 ± 0.29%) that was nearly identical to the reference product. Importantly, other quality 

attributes, including charge variants, aggregates, titer, and cell viability, were not significantly 

impacted by the addition of these additives. 

Due to the inherent complexity of cell culture media, understanding the impact of various 

media components on cell growth and CQAs is challenging. In chapter 5 an end-to-end 

machine learning framework for media component selection, CQA prediction, and 

optimization is presented. The preliminary dataset for feature selection was generated by 

conducting CHO-GS(-/-) cell culture in media formulations with varying metal ion 

concentrations. The acidic and basic charge variant composition of the reference product (24.97 

± 0.54% acidic and 11.41 ± 1.44% basic) was chosen as the target variable to evaluate the 

media formulations. Pearson's correlation coefficient and random forest-based techniques were 

used for feature ranking and selection to predict acidic and basic charge variants. Additionally, 

a global interpretation analysis using Shapley Additive exPlanations (SHAP) was utilized to 

select optimal features by evaluating the contributions of each feature in the extracted vectors. 

Finally, fifteen different regression models were employed to predict medium combinations, 

with grid search and random search cross-validation used for hyperparameter optimization. 

Experimental results demonstrate that Fe and Zn significantly impact the charge variant profile. 

This study aims to provide insights relevant to both innovators looking to establish a complete 
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pipeline for media development and optimization, and biosimilar manufacturers striving to 

demonstrate the analytical and functional biosimilarity of their products to the innovator. 

In the Quality by Design (QbD) paradigm, controlling raw materials based on their impact on 

product qualities is a key aspect of developing a control strategy and maintain the consistency 

and quality of product. In chapter 6, a near-infrared (NIR) spectroscopy-based quantification 

method was developed for media additives known to be potential glycan modulators. A 

convolutional neural network (CNN)-based chemometric model was created to estimate 

galactose and uridine concentrations in various media formulations. By leveraging data 

augmentation, the CNN model demonstrated strong predictive performance (test R² > 0.9) for 

both analytes in real-time. This model was further combined with a Design of Experiments 

(DoE) based statistical model to predict glycosylation using the concentrations of media 

additives as inputs. The predicted glycosylation distributions aligned closely with the actual 

distributions, showing no significant differences in the investigated media formulations. The 

proposed approach can be utilized for media characterization and the implementation of 

process analytical technology (PAT) based control of mammalian cell culture raw materials. 

Overall, this thesis aims to address the key challenges faced by the biopharmaceutical industry 

in upstream process development (USP) more specifically in media optimization. Results of 

these studies could be utilized for maintaining consistent CQAs (charge variant or 

glycosylation).  
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सार 

पिछले कुछ दशक ों में, बाय थेरेपू्यपिक्स ने महत्विूर्ण नैदापनक सफलता प्रदपशणत की है और पिपिन्न गोंिीर 

बीमाररय ों के इलाज के पलए इसका सफलतािूिणक उिय ग पकया गया है। 2018-2022 के दौरान बाजार 

में आने िाले िास्तपिक नए बाय फामाणसू्यपिकल्स की मोंजूरी और बाजार मूल्य य गदान के मामले में 

म न क्ल नल एों िीबॉडी (एमएबीएस) बाय थेरापू्यपिक्स की शे्रर्ी में प्रमुख बने हुए हैं। चीनी हैम्स्टर अोंडाशय 

(सीएचओ) सेल क  स्तनधारी प्रर्ाली में व्यक्त कुल उत्पाद ों के 89% के साथ पडफॉल्ट स्तनधारी 

अपिव्यक्तक्त प्रर्ाली के रूि में चुना गया है। CHO सेल mAbs के ि ट ि्ाोंसलेशनल सोंश धन ों (PTMs) 

के पलए अिनी क्षमताओों के कारर् सबसे िसोंदीदा अपिव्यक्तक्त प्रर्ाली है ज  मानि mAbs से काफी 

पमलती जुलती है। सबसे कुशल पचपकत्सीय अरु् ह ने के बािजूद, सीएचओ क पशकाओों में एमएबी का 

उत्पादन कुछ चुनौपतय ों का सामना करता है जैसे उन्हें लागत प्रिािी बनाना, बैच-िू-बैच क्तिरता बनाए 

रखना, पनरोंतर उत्पादन मोंच के पलए उियुक्त बनाने के पलए प्रपिया िररितणनशीलता क  समझना। सेल 

कल्चर मीपडया क पशकाओों का तात्कापलक िातािरर् बनाता है जहाों िे बढ़ते हैं, फैलते हैं और अिने 

अिपशष्ट क  खत्म करते हैं। मीपडया जल-आधाररत समाधान है पजसमें अमीन  एपसड, खपनज, पििापमन 

और नमक जैसे कई घिक ों क  क पशका िृक्ति के पलए उियुक्त बनाने के पलए घ ल पदया जाता है। इस 

अध्ययन में हमने mAb पचपकत्सीय की महत्विूर्ण गुर्ित्ता पिशेषताओों (CQAs) में हेरफेर करने में मीपडया 

की िूपमका का िता लगाया। 

अध्याय 3 में हम जाोंच करते हैं पक पििापमन और धातु आयन प्र िीन अपिव्यक्तक्त और सीकू्यए क  कैसे 

प्रिापित करते हैं, पिशेष रूि से एमएबी की पिषमता क  चाजण करते हैं। अध्ययन में सेल कल्चर मीपडया 

के अपतररक्त िाइररड क्तक्सन हाइड् क्ल राइड, बाय पिन, फ पलक एपसड, क लीन क्ल राइड, थायपमन 

हाइड् क्ल राइड और डी-कैक्तल्शयम िैंि थेनेि के साथ-साथ Fe, Zn, Cu, Co, Mg, Mn और Ni जैसे धातु 

आयन ों के उिय ग की जाोंच की गई। पनष्कषों से िता चलता है पक िाइररड क्तक्सन िॉलू्यमेपि्क उत्पादकता 

क  बढ़ाता है, जबपक Zn, Cu, Fe, Mn और बाय पिन चाजण पिपिधता क  प्रिापित करते हैं। Fe, Mn, और 

Ni अम्लीय िेररएों ि के उत्पादन क  बढ़ाते हैं, जबपक Cu और बाय पिन इसे र कते हैं। Zn बुपनयादी िेररएों ि 

के गठन क  कम करता है, जबपक बाय पिन उन्हें बढ़ाता है। इसके अलािा हम प्रदपशणत करते हैं पक हम 

चाजण िेररएों ि मॉडू्यलेिर के रूि में धातु आयन ों का उिय ग करके सोंदिण अरु् हसेपिन® के चाजण िेररएों ि 

प्र फाइल क  कैसे प्राप्त कर सकते हैं। घर में उत्पापदत िै्टुजुमैब ने सोंदिण उत्पाद (24.97 ± 0.54% 

अम्लीय और 11.41 ± 1.44% बुपनयादी) की तुलना में काफी कम अम्लीय िेररएों ि (17.64 ± 1.07% 

अम्लीय और 12.86 ± 0.43% बुपनयादी) प्रदपशणत पकया। गहन जाोंच के बाद, बुपनयादी चाजण पिन्नताओों 
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क  पिपनयपमत करने के पलए जस्ता का चयन पकया गया और अम्लीय चाजण िेररएों ि क  सोंश पधत करने के 

पलए ल हे का उिय ग पकया गया। इष्टतम धातु आयन अनुिूरर् के साथ, इन-हाउस म न क्ल नल एों िीबॉडी 

(24.7 ± 0.83% अम्लीय और 14.4 ± 0.64% बुपनयादी) के पलए चाजण िैररएों ि प्र फाइल सोंदिण उत्पाद से 

पनकिता से मेल खाती है। यद्यपि व्यिहायण सेल घनत्व और उत्पाद अनुमािाोंक (~7%) में मामूली कमी 

देखी गई, लेपकन ग्लाइकेन और पिपशष्ट सेल उत्पादकता सपहत अन्य गुर्ित्ता पिशेषताओों िर क ई 

महत्विूर्ण प्रिाि नही ों िडा। 

अध्याय 4 में, ग्लाइक पसलेशन िर उनके प्रिाि ों का मूल्याोंकन करने के पलए पिपिन्न मीपडया एपडपिव्स 

(धातु आयन, पििापमन, शकण रा और नू्यक्तक्लय साइड सपहत) की व्यािक जाोंच की गई थी। इसके बाद 

गैलेक्ट साइलेशन, एफुक पसलेशन, मैन्न पसलेशन और म न क्ल नल एों िीबॉडी (एमएबीएस) के 

पसयापललेशन क  पनयोंपित करने के पलए शॉिणपलट पकए गए घिक ों की एकाग्रता क  अनुकूपलत पकया 

गया। मीपडया एपडपिव्स के प्रिाि ों की स्क्रीपनोंग के पलए एक समय में एक कारक (ओएफएिी) दृपष्टक र् 

क  पनय पजत पकया गया था। छह एपडपिव्स क  उनके प्रिाि के आधार िर शॉिणपलट पकया गया था और 

इन-हाउस उत्पापदत mAb (G0 2.38 ± 0.08%, G0F 75.58 ± 0.45%, G1F 10.07 ± 0.04%, G2F 0.54 

± 0.01%, G0F-N 5.84 ±) के ग्लाइक पसलेशन प्र फाइल क  मॉडू्यलेि करने के पलए उिय ग पकया गया 

था। व्यािसापयक रूि से उिलब्ध सोंदिण उत्पाद (जी0 2.49 ± 0.07%, जी0एफ 37.83 ± 0.37%, जी1एफ 

34.77 ± 0.03%, जी2एफ) के ग्लाइकेन प्र फाइल से मेल खाने के पलए 0.32%, पसयापललेशन 1.60 ± 

0.33%, मैन साइलेशन 1.56 ± 0.39%) 4.87 ± 0.01%, जी0एफ-एन 2.34 ± 0.12%, पसयापललेशन 9.84 

± 0.30%, मैन्न पसलेशन 2.86 ± 0.29%)। प्रस्तापित दृपष्टक र् के िररर्ामस्वरूि ग्लाइकेन प्र फाइल (G0 

2.10 ± 0.07%, G0F 38.00 ± 0.49%, G1F 31.92 ± 0.09%, G2F 5.26 ± 0.54%, G0F-N 1.92 ± 

0.02%, पसयापललेशन 10.28 ± 1.68%, मैन्न पसलेशन 3.12 ± 0.29%) ज  लगिग सोंदिण उत्पाद के समान 

था। महत्विूर्ण बात यह है पक चाजण िेररएों ि, एग्रीगेि्स, पििर और सेल व्यिहायणता सपहत अन्य गुर्ित्ता 

पिशेषताओों िर इन एपडपिव्स के शापमल ह ने से महत्विूर्ण प्रिाि नही ों िडा। 

सेल कल्चर मीपडया की अोंतपनणपहत जपिलता के कारर्, सेल पिकास और सीकू्यए िर पिपिन्न मीपडया 

घिक ों के प्रिाि क  समझना चुनौतीिूर्ण है। अध्याय 5 में मीपडया घिक चयन, सीकू्यए िपिष्यिार्ी और 

अनुकूलन के पलए एक एों ड-िू-एों ड मशीन लपनिंग ढाोंचा प्रसु्तत पकया गया है। फीचर चयन के पलए प्रारों पिक 

डेिासेि अलग-अलग धातु आयन साोंद्रता के साथ मीपडया फॉमूणलेशन में सीएचओ-जीएस (-/-) सेल 

सोंसृ्कपत का सोंचालन करके तैयार पकया गया था। मीपडया फॉमूणलेशन का मूल्याोंकन करने के पलए सोंदिण 

उत्पाद की अम्लीय और बुपनयादी चाजण िैररएों ि सोंरचना (24.97 ± 0.54% अम्लीय और 11.41 ± 1.44% 
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बुपनयादी) क  लक्ष्य चर के रूि में चुना गया था। अम्लीय और बुपनयादी चाजण िेररएों ि की िपिष्यिार्ी 

करने के पलए फीचर रैं पकों ग और चयन के पलए पियसणन के सहसोंबोंध गुर्ाोंक और यादृक्तिक िन-आधाररत 

तकनीक ों का उिय ग पकया गया था। इसके अपतररक्त, पनकाले गए िैक्टर में प्रते्यक सुपिधा के य गदान 

का मूल्याोंकन करके इष्टतम सुपिधाओों का चयन करने के पलए शेिली एपडपिि एक्सप्लानेशोंस 

(एसएचएिी) का उिय ग करके एक िैपिक व्याख्या पिशे्लषर् का उिय ग पकया गया था। अोंत में, िोंद्रह 

अलग-अलग प्रपतगमन मॉडल क  मध्यम सोंय जन ों की िपिष्यिार्ी करने के पलए पनय पजत पकया गया 

था, पजसमें पग्रड ख ज और हाइिरिैरामीिर अनुकूलन के पलए यादृक्तिक ख ज िॉस-सत्यािन का 

उिय ग पकया गया था। प्राय पगक िररर्ाम दशाणते हैं पक Fe और Zn चाजण िैररएों ि प्र फाइल क  महत्विूर्ण 

रूि से प्रिापित करते हैं। इस अध्ययन का उदे्दश्य मीपडया पिकास और अनुकूलन के पलए एक सोंिूर्ण 

िाइिलाइन िापित करने के इिुक इन िेिसण और इन िेिर क  अिने उत्पाद ों की पिशे्लषर्ात्मक और 

कायाणत्मक बाय पसपमलररिी प्रदपशणत करने का प्रयास करने िाले बाय पसपमलर पनमाणताओों द न ों के पलए 

प्रासोंपगक अोंतदृणपष्ट प्रदान करना है। 

पडजाइन द्वारा गुर्ित्ता (कू्यबीडी) प्रपतमान में, उत्पाद की गुर्ित्ता िर उनके प्रिाि के आधार िर कचे्च 

माल क  पनयोंपित करना एक पनयोंिर् रर्नीपत पिकपसत करने और उत्पाद की क्तिरता और गुर्ित्ता 

बनाए रखने का एक महत्विूर्ण िहलू है। अध्याय 6 में, सोंिापित ग्लाइकेन मॉडू्यलेिर के रूि में जाने जाने 

िाले मीपडया एपडपिव्स के पलए एक पनकि-अिरक्त (एनआईआर) से्पक््ट स्क िी-आधाररत मािा पनधाणरर् 

पिपध पिकपसत की गई थी। पिपिन्न मीपडया फॉमूणलेशन में गैलेक्ट ज और यूररडीन साोंद्रता का अनुमान 

लगाने के पलए एक कने्वन्शनल नू्यरल नेििकण  (सीएनएन)-आधाररत केम मेपि्क मॉडल बनाया गया था। 

डेिा सोंििणन का लाि उठाकर, सीएनएन मॉडल ने िास्तपिक समय में द न ों पिशे्लषर् ों के पलए मजबूत 

िूिाणनुमापनत प्रदशणन (िरीक्षर् आर² > 0.9) प्रदपशणत पकया। इनिुि के रूि में मीपडया एपडपिव्स की 

साोंद्रता का उिय ग करके ग्लाइक पसलेशन की िपिष्यिार्ी करने के पलए इस मॉडल क  पडजाइन ऑफ 

एक्सिेररमेंि्स (डीओई) आधाररत साोंक्तख्यकीय मॉडल के साथ ज डा गया था। अनुमापनत ग्लाइक पसलेशन 

पितरर् िास्तपिक पितरर् के साथ पनकिता से सोंरेक्तखत हैं, जाोंच पकए गए मीपडया फॉमूणलेशन में क ई 

महत्विूर्ण अोंतर नही ों पदखा रहा है। प्रस्तापित दृपष्टक र् का उिय ग मीपडया लक्षर् िर्णन और स्तनधारी 

क पशका सोंसृ्कपत कचे्च माल के प्रपिया पिशे्लषर्ात्मक प्रौद्य पगकी (िीएिी) आधाररत पनयोंिर् के 

कायाणन्वयन के पलए पकया जा सकता है। 

कुल मिलाकर, इस थीमसस का उदे्दश्य मिशेष रूप से िीमिया अनुकूलन िें अपस्ट्र ीि प्रमिया मिकास 

(यूएसपी) िें बायोफािाासु्यमिकल उद्योग के सािने आने िाली प्रिुख चुनौमियोों का सिाधान करना है। 
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इन अध्ययनोों के पररणािोों का उपयोग सुसोंगि CQAs (चार्ा िेररएों ि या ग्लाइकोमसलेशन) को बनाए रखने 

के मलए मकया र्ा सकिा है। 
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