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Abstract 

 
Biotherapeutics have revolutionized the treatment of complex diseases such as cancer, rheumatoid 

arthritis, and psoriasis. However, the high cost associated with its production significantly limits their 

accessibility, particularly in the developing countries. As large number of biosimilars receive 

regulatory approval in markets each year, intensifying the competition amongst manufacturers to 

reduce the production costs. Manufacturers are under growing pressure from both governmental 

bodies and patient advocacy groups to enhance product yield and lower expenses in order to reduce 

the cost. Government initiatives, including regulatory modernization, expedited approval processes, 

reimbursement reforms, and standardization of clinical trials are fostering a supportive environment 

for innovation in “Upstream Process Technologies”. Currently, an estimated 400 million people 

worldwide rely on protein-based therapies, often for chronic conditions requiring lifelong treatment. 

Thus, the development of improved manufacturing processes for biosimilars represents an urgent and 

ongoing need. 

 

Chinese hamster ovary (CHO) cell growth and productivity remain a critical focus, as high- yield 

production strategies are integral to the affordability of biologics and biosimilars. Implementing such 

strategy is only feasible during the development of upstream processes, where key factors include cell 

line development, media optimization, the use of cell culture additives, and the adoption of perfusion 

continuous manufacturing techniques are performed. A subtle alteration in media composition and 

feeding strategies can significantly influence the critical quality attributes (CQAs) of therapeutic 

proteins. The industry relies on the Design of Experiments (DOE) and multivariate statistical methods 

to identify critical process parameters and their relationships with product yield and quality attributes. 

Recent advances in Process Analytical Technology (PAT) now enable real-time monitoring of cell 

physiology, critical process parameters (CPPs), and CQAs, which supports the quality-by-design 

(QbD) approach in upstream bioprocessing. In this work, some of the major upstream challenges to 

produce therapeutic proteins have been addressed to improve protein production The use of QbD and 

DOE approaches. for media component optimization, and real-time monitoring of 23 cell culture 

process parameters are thoroughly studied. 

The first objective investigates the application of pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) inhibitors to 

enhance monoclonal antibody (mAb) production in mammalian cell cultures by mitigating the 

"Warburg effect," characterized by high glucose uptake and lactate accumulation. Four PDK 
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inhibitors dichloroacetate (DCA), metformin (M), (S)-3,3,3- trifluoro-2-hydroxy-2-methyl propionic 

acid (TPP), and 4-phenylbutyrate (PB)—were screened for their effects on lactate reduction. Optimal 

yields were achieved with PB (0.5 mM) and TPP (0.5-1 mM), both showing nearly complete lactate 

inhibition, while DCA reduced lactate by 36%. A combination of 5 mM DCA and 1 mM TPP led to 

a two-fold increase in monoclonal antibody (mAb) yield (1.20 g/L on day 15) with a significant lactate 

reduction. Metabolic flux analysis revealed a 19.5-fold increase in pyruvate flux, along with two- and 

four-fold increases in acetyl CoA and lactate, respectively. Importantly, critical quality attributes such 

as charge variants, aggregation, and glycosylation remained unaffected. Amino acid consumption 

profiles showed specific depletion patterns, and proteomic analysis revealed significant changes in 

cellular protein expression. These findings suggest that PDK inhibitors can improve cell viability and 

mAb yield by reducing lactate accumulation in fed-batch cultures without compromising product 

quality. 

The second objective focuses on improving non-perfusion N-1 intensified fed-batch yields with 

Sodium Butyrate and n-valeric Acid. Recent optimizations in cell culture processes have illustrated 

the impact of using additives in enhancing the inoculation cell densities in the N – 1 stage, leading to 

higher volumetric productivity and shorter production culture durations. In this work, we present a 

DOE approach to optimize sodium butyrate and valeric acid composition in the media to improve 

protein titers and regulate the CQAs in the desired range. Around 2.8-fold increase in trastuzumab 

yield, from 0.62 mg/ml to 1.8 mg/ml, was achieved in intensified fed-batch cultures using a 

combination of sodium butyrate and valeric acid (0.25 mM each) over 6 days. Individually, sodium 

butyrate enhanced the product titer by 2.17-fold, while n-valeric acid contributed to a 1.9-fold increase 

during high-throughput screening. Hence, the combined effect is better than the individual butyrate 

and valeric acid supplements. Butyrate (1 mM) addition promotes the formation of the acidic variant 

in trastuzumab. This effect was mitigated when butyrate (0.25 mM) and n-valeric (0.25 mM) were 

simultaneously added to the media and feed. Their combination has negligible impact on 

glycosylation, decreases glucose uptake, and prolonged viability by 24 hours. Arginine, Serine, 

Valine Threonine, Tryptophan, Aspartic Acid, and Tyrosine were found to be possible feed targets by 

our amino acid analysis. Lysine, methionine, phenylalanine, Leucine, Valine, and Isoleucine uptake 

is slower; hence, their concentration can be minimized in feed optimization. Hence the application of 

sodium butyrate and valeric acid along with feed regimen and seeding density optimization can 

produce 2.8-fold higher protein than the typical fed-batch process. 
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Later, the study focuses on developing PAT for monitoring CPPs of mammalian cell culture. For this, 

the development of a robust fourier transform near-infrared (FT-NIR) spectroscopy- based method 

for the quantification of all 20 amino acids (0–24 mM), along with glucose (0– 6.7 mg/mL), lactate 

(0–2.7 mg/mL), and trastuzumab (0–2.5 mg/mL) concentrations in CHO cell cultures. Near-infrared 

spectra (4000–11,000 cm−1) were acquired, and pre-processing techniques such as smoothing and 

derivatives were employed to enhance signal detection. High-performance liquid chromatography 

with pre-column derivatization served as an orthogonal method for validation. Calibration models 

were developed using principal component analysis and partial least squares regression, yielding 

strong coefficients of determination for calibration (Rc² = 0.94–0.99) and prediction (Rp² = 0.83–

0.98), with high RPD values (>3) for most components. The model was validated through external 

testing (REV² = 0.89–0.99, RMSE = 0.04–1.04) and successfully applied for at-line monitoring of 

two 10 L perfusion runs. The demonstration of NIR spectroscopy for the measurement of 20 amino 

acids for the first time have been tested for the mammalian cell cultures, which is offering a valuable 

tool for biopharmaceutical manufacturers implementing continuous processing and process analytical 

technology (PAT)-based control. This study also highlights the amino acid consumption patterns and 

optimized feeding strategies, supported by process analytical tools such as near-infrared (NIR) 

monitoring, Amino acids impact the growth, viability, and productivity of CHO cells in 

biopharmaceutical  production Optimizing amino acid feed concentrations and combinations, 

supported by NIR monitoring, significantly enhances CHO cell performance by improving viability 

and productivity by 150 percent. The study identified that concentrated amino acid stocks (150-200 

mM) prepared with sodium hydroxide were cytotoxic, leading to the development of a modified Krebs 

bicarbonate buffer to mitigate toxicity. This approach enabled stable amino acid solutions at 

physiological pH, contributing to improved cell culture outcomes, while preventing batch failures 

through rapid feedback on process perturbations. This also demonstrates feasibility of Near-infrared 

spectroscopy for high throughput process optimization of CHO cell culture. 
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साराांश 

बायोथेरेपू्यटिक्स (जैटिक उपचार) ने कैं सर, रूमेिॉइड आथथराइटिस और सोरायटसस जैसी जटिल 

बीमाररयो ां के उपचार में क्ाांटिकारी पररििथन लाया है। हालाांटक, इसके उत्पादन से जुडी उच्च लागि 

इसकी उपलब्धिा, खासकर टिकासशील देशो ां में, गांभीर रूप से सीटमि करिी है। हर िर्थ बडी 

सांख्या में बायोटसटमलर उत्पाद बाजार में टनयामक स्वीकृटि प्राप्त करिे हैं, टजससे टनमाथिाओां के 

बीच लागि कम करने की प्रटिस्पर्ाथ बढ़ रही है। सरकारो ां और रोगी सहायिा समूहो ां की ओर से 

उत्पाद की मात्रा बढ़ाने और खचथ घिाने का दबाि लगािार बढ़ रहा है। सरकार द्वारा की जा रही 

पहल, जैसे टक टनयामक सुर्ार, शीघ्र अनुमोदन प्रटक्याएां , ररइम्बसथमेंि सुर्ार और क्लिटनकल 

िर ायल्स का मानकीकरण, "अपस्ट्रीम प्रोसेस िेक्नोलॉजी" में निाचार के टलए अनुकूल िािािरण 

बना रहे हैं। ििथमान में लगभग 400 टमटलयन लोग प्रोिीन-आर्ाररि उपचारो ां पर टनभथर हैं, टजनमें 

से अटर्काांश को आजीिन इलाज की आिश्यकिा होिी है। इस प्रकार, बायोटसटमलर के बेहिर 

उत्पादन के टलए उन्नि टनमाथण प्रटक्याओां का टिकास समय की आिश्यकिा बन गया है। 

चीनी हैम्स्स्ट्र ओिरी (CHO) कोटशकाओां की िृक्लि और उत्पादकिा पर टिशेर् ध्यान कें टिि टकया 

गया है, क्ोांटक उच्च उत्पादकिा रणनीटियााँ जैटिक उत्पादो ां और बायोटसटमलसथ की सुलभिा में 

अहम भूटमका टनभािी हैं। ऐसी रणनीटियााँ केिल अपस्ट्रीम प्रटक्या टिकास के दौरान ही लागू की 

जा सकिी हैं, टजसमें कोटशका लाइन का टिकास, मीटडया का अनुकूलन, सेल कल्चर एटडटिव्स 

का उपयोग और परफू्यज़न कां टिनु्यअस मैनु्यफैक्चररांग िकनीको ां को अपनाना शाटमल है। मीटडया 

की सांरचना और फीटडांग रणनीटि में सूक्ष्म बदलाि भी टचटकत्सीय प्रोिीन की गुणित्ता को गहराई 

से प्रभाटिि कर सकिे हैं। उद्योग में टडज़ाइन ऑफ एक्सपेररमेंि्स (DOE) और मल्टीिैररएि 

साांक्लख्यकीय टिटर्यो ां का उपयोग प्रमुख प्रटक्या मापदांडो ां की पहचान और उत्पाद की गुणित्ता से 

उनके सांबांर् को समझने के टलए टकया जािा है। हाल ही में, प्रोसेस एनाटलटिकल िेक्नोलॉजी (PAT) 

में प्रगटि से कोटशका भौटिकी, प्रटक्या मापदांडो ां और उत्पाद की गुणित्ता का रीयल-िाइम टनगरानी 

सांभि हो गया है, टजससे क्वाटलिी-बाय-टडज़ाइन (QbD) दृटिकोण को समथथन टमला है। इस 

अध्ययन में टचटकत्सीय प्रोिीन उत्पादन में आने िाली मुख्य अपस्ट्रीम चुनौटियो ां का समार्ान टकया 

गया है, टजसमें QbD और DOE दृटिकोणो ां के माध्यम से मीटडया घिकोां का अनुकूलन और 23 सेल 

कल्चर प्रटक्या मापदांडो ां की रीयल-िाइम टनगरानी शाटमल है। 

पहला उदे्दश्य pyruvate dehydrogenase kinase (PDK) इनटहटबिसथ के उपयोग द्वारा 

माउांिोिोनल एां िीबॉडी (mAb) उत्पादन को बढ़ाने की सांभािना की जाांच करना था। यह 

"Warburg effect" को कम करके टकया गया, जो अटर्क गू्लकोज़ खपि और लैके्टि सांचयन की 



 

vii

  

टिशेर्िा है। चार PDK इनटहटबिसथ—डाइिोरोएसेिेि (DCA), मेिफॉटमथन (M), (S)-TPP और 4-

टफनाइलबू्यिायरेि (PB)—को लैके्टि कम करने के प्रभािो ां के टलए जाांचा गया। PB (0.5 mM) और 

TPP (0.5–1 mM) के साथ अटर्किम उत्पादकिा प्राप्त हुई, टजन्ो ांने लगभग पूरी िरह लैके्टि को 

अिरुि कर टदया, जबटक DCA ने 36% िक लैके्टि कम टकया। 5 mM DCA और 1 mM TPP के 

सांयोजन से mAb उत्पादन में दो गुना िृक्लि (15िें टदन 1.20 g/L) हुई, और लैके्टि में काफी कमी 

देखी गई। मेिाबॉटलक फ्लक्स टिशे्लर्ण में पाइरुिेि फ्लक्स में 19.5 गुना िृक्लि और एटसिाइल-

CoA ि लैके्टि में 2-4 गुना िृक्लि देखी गई। महत्वपूणथ गुणित्ता टिशेर्िाएां—जैसे टक चाजथ िेररएां ि्स, 

एग्रीगेशन और ग्लाइकोसाइलेशन—प्रभाटिि नही ां हुईां। एटमनो एटसड उपयोग पैिनथ और 

प्रोिीओटमक टिशे्लर्ण ने कोटशकीय प्रोिीन अटभव्यक्लि में महत्वपूणथ पररििथन टदखाए। यह सांकेि 

देिे हैं टक PDK इनटहटबिसथ से लैके्टि को कम करके कोटशका की जीिन क्षमिा और mAb 

उत्पादन को बेहिर बनाया जा सकिा है, उत्पाद की गुणित्ता प्रभाटिि टकए टबना। 

दूसरे उदे्दश्य में सोटडयम बू्यिायरेि और n-िैलेररक एटसड के साथ N-1 से्ट्ज पर इन्टेंटसफाइड 

फेड-बैच उत्पादकिा को बेहिर बनाने पर ध्यान कें टिि टकया गया है। हाल के अनुकूलन प्रयासो ां ने 

टदखाया है टक ये एटडटिव्स उच्च इनोकुलेशन सेल डेंटसिी प्राप्त करने में मदद करिे हैं, टजससे कम 

समय में अटर्क उत्पादन सांभि होिा है। इस अध्ययन में, DOE दृटिकोण का उपयोग कर सोटडयम 

बू्यिायरेि और िैलेररक एटसड की उपयुि सांरचना टनर्ाथररि की गई, टजससे प्रोिीन िाइिर बढे़ 

और CQAs टनयांटत्रि रहे। िर ासु्ट्जुमैब की मात्रा 0.62 mg/ml से बढ़कर 1.8 mg/ml (2.8 गुना) हो गई 

जब 0.25 mM बू्यिायरेि और 0.25 mM िैलेररक एटसड का सांयोजन उपयोग टकया गया। व्यक्लिगि 

रूप से, बू्यिायरेि से 2.17 गुना और n-िैलेररक एटसड से 1.9 गुना िृक्लि हुई। बू्यिायरेि (1 mM) के 

उपयोग से िर ासु्ट्जुमैब में अम्लीय िेररएां ि बनिा है, जो सांयुि उपयोग (0.25 mM बू्यिायरेि + 0.25 

mM िैलेररक) से रोका जा सकिा है। यह सांयोजन ग्लाइकोसाइलेशन को नही ां बदलिा, गू्लकोज़ 

खपि घिािा है और जीिन क्षमिा को 24 घांिे िक बढ़ािा है। अमीनो एटसड टिशे्लर्ण के आर्ार 

पर आटजथटनन, सेरीन, िेलीन, थे्रओटनन, टिर प्टोफान, ऐस्पाटिथक एटसड, और िायरोसीन सांभाटिि 

फीड लक्ष्य बने। लाइटसन, मेटथयोटनन, टफनाइलएलटनन, लू्यसीन, िेलीन, और आइसोलू्यटसन की 

र्ीमी खपि को देखिे हुए फीड में इनकी मात्रा घिाई जा सकिी है। 

बाद में, अध्ययन का फोकस PAT टिकास पर रहा, जो स्तनर्ारी कोटशका कल्चर में CPPs की 

टनगरानी के टलए है। इसमें FT-NIR spectroscopy आर्ाररि टिटर् टिकटसि की गई, टजससे 20 

अमीनो एटसड (0–24 mM), गू्लकोज़ (0–6.7 mg/mL), लैके्टि (0–2.7 mg/mL), और िर ासु्ट्जुमैब (0–

2.5 mg/mL) की मात्रात्मकिा की जा सके। NIR से्पक्टर ा (4000–11,000 cm⁻¹) एकत्र टकए गए और 
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टसग्नल बेहिर करने के टलए प्री-प्रोसेटसांग िकनीकें  अपनाई गईां। HPLC का उपयोग मान्यिा के 

टलए टकया गया। PCA और PLS ररगे्रशन द्वारा कैटलबे्रशन मॉडल बनाए गए, टजनके Rc² और Rp² 

मानक काफी उच्च (0.94–0.99 और 0.83–0.98) रहे, और RPD >3 रहा। मॉडल को बाहरी परीक्षणो ां 

(REV² = 0.89–0.99) में सत्याटपि टकया गया और दो 10 L परफू्यजन रन के दौरान प्रयोग में लाया 

गया। यह पहली बार है टक 20 अमीनो एटसड की माप NIR spectroscopy से स्तनर्ारी कोटशका 

कल्चर में की गई है, जो PAT और टनरांिर प्रोसेटसांग के टलए एक महत्वपूणथ उपकरण टसि हो 

सकिा है। इस अध्ययन ने यह भी दशाथया टक अमीनो एटसड की खपि, कोटशका िृक्लि, जीिन 

क्षमिा और उत्पादकिा पर असर डालिी है। NIR आर्ाररि टनगरानी द्वारा अमीनो एटसड फीड 

को अनुकूटलि करने से CHO कोटशकाओां की उत्पादकिा 150% िक बढ़ सकिी है। सोटडयम 

हाइडर ॉक्साइड के साथ बनाए गए अमीनो एटसड स्ट्ॉक्स (150–200 mM) कोटशकाओां के टलए टिरै्ले 

पाए गए, टजसे सुर्ारिे हुए Krebs बाइकाबोनेि बफर टिकटसि टकया गया। इस दृटिकोण ने क्लिर 

pH पर अमीनो एटसड समार्ान उपलब्ध कराया और कोटशका कल्चर की गुणित्ता में सुर्ार टकया, 

साथ ही बैच फेल्योर की सांभािना भी कम की। 
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