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Mass spectrometry at different steps of Process Development
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binding, PK)
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 Methods: 
 Intact, reduced RP LC‐MS, peptide mapping 
 IEX‐MS, SEC‐MS
 Sample preparation 

Molecule (manufacturability) assessment

 Clone selection and cell aging stability. Sequence variants analysis for mutations, misincorporations, undesired 
enzymatic modifications.

 Bioprocess and media optimization. Systems biology to increase productivity and control product quality 
(glycosylation).  Host cell protein assessment. 

 Elucidation of structure and function, stability.
 Example: IgG2 disulfide connectivity 

 PK and biotransformations in blood 
 Example: impact of high mannose 5 (M5) glycosylation
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RP LC‐UV‐MS analysis of intact, reduced protein and peptide mapping

min50 60 70 80 90

LC‐UV‐MS/MS peptide map: 

‐ Disulfide connectivity including free thiol (‐Cys‐H), open 
disulfides (‐Cys‐H  H‐Cys‐), monosulfide (‐Cys‐S‐Cys‐), trisulfide (‐
Cys‐S‐S‐S‐Cys‐), half‐molecules, IgG2 disulfide heterogeneity, 
disulfide scrambling, glycosylation pairing,  glycation.
‐ Unstable modifications: N‐terminal glutamine, succinimide 
intermediate, deamidation. 
‐ Products of DNA/RNA deletion.

‐ Fragmentation.  
‐ Several other modifications: iso‐Asp, oxidation, N‐terminal Q to 
pyroE. 
‐ Products of DNA/RNA deletion. 

min10 15

IgG2
B A/B

A

A2

Methods Modifications / attributes

Dillon et al, 2008

Dillon et al, 2006
Rehder et al, 2008

Ren et al, 2009
Zhang et al., 2011 (MassAnalyzer)

HPLC: 
Zorbax SB C8 at 75oC,
1 or 2‐Propanol,
0.1% TFA

5

LC‐UV‐MS of intact/subunit and reduced protein and peptide
mapping can reliably cover practically all chemical modifications

RP LC‐UV‐MS of intact and 
subunit

RP LC‐UV‐MS of reduced

‐ A wide array of  chemical modifications, sequence variants and 
their locations.  
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LC‐UV‐MS/MS peptide map: 

‐ Disulfide connectivity including free thiol (‐Cys‐H), open disulfides 
(‐Cys‐H  H‐Cys‐), monosulfide (‐Cys‐S‐Cys‐), trisulfide (‐Cys‐S‐S‐S‐
Cys‐), half‐molecules, IgG2 disulfide heterogeneity, disulfide 
scrambling, glycosylation pairing, glycation and their locations.  
‐ Unstable modifications: N‐terminal glutamine, succinimide 
intermediate, deamidation. 
‐ Products of DNA/RNA deletion.

‐ Fragmentation.  
‐ Several other modifications: iso‐Asp, oxidation, N‐terminal Q to 
pyroE and their locations. 
‐ Products of DNA/RNA deletion. 
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Dillon et al, 2006
Rehder et al, 2008
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1 or 2‐Propanol,
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RP LC‐UV‐MS of intact and 
subunit

RP LC‐UV‐MS of reduced

‐ A wide array of  chemical modifications, sequence variants and 
their locations.  

RP LC‐UV‐MS/MS analysis of intact, reduced protein (with top‐down fragmentation)

‐ LC‐UV‐MS of intact/subunit and reduced protein with top‐down fragmentation
has been applied for characterization of a number of modifications.
‐ In the future, the intact and reduced protein analysis has a potential to replace
peptide mapping, but sensitivity needs to be improved further.

CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko

Ren et al, 2009
Zhang et al., 2011 (Mass Analyzer)



Example: RP LC‐UV‐MS of intact IgG2 for detection of succinimide accumulated in a pH 5 formulation

(‐18 Da) 1 succinimide

(‐31 Da) 2 x succinimide

CEX of IgG2 mAb 
Deconvoluted mass spectra of CEX peaks 

Schematic of Asp isomerization through Su

Chu et al., 2007
Xiao et al, 2007
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‐ After an accelerated stress, IgG2 generated two basic peaks with an unknown modification, later identified as succinimide of Asp30
‐Tryptic peptide mapping with overnight digestion could not reveal the root cause, because it hydrolyzed succinimide to Asp and iso‐Asp
‐ Intact LC‐MS‐MS analysis of collected CEX fractions revealed unstable succinimide intermediate with ‐18 Da mass change.

CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko
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RP LC‐UV‐MS of IgG1 subunits Fab and Fc after limited proteolysis with Lys‐C endoproteinase

Kleemann et al., 2008

8

‐ Limited proteolysis of IgG1 with Lys‐C endoproteinase produces Fab and Fc subunits after cleavage above the
hinge (DK/THTCPPC)
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Lys‐C

Fab Fab

Fc



RP LC‐UV‐MS/MS analysis of reduced IgG2 (with top‐down fragmentation)

Top‐down sequence coverage of light 
chain (LC) and heavy chain (HC)

(Bondarenko et al., 2009)

LC‐UV

LC‐MS

MS of LC

MS of HC
MS/MS of HC

MS/MS of LC
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‐ Top‐down fragmentation using Collision Induced Dissociation (CID) shown here provides useful sequence coverage
‐ Newer dissociation techniques including Electron Capture Dissociation (ECD), Electron Transfer Dissociation (ETD), UV Photo
Dissociation (UVPD) provide better sequence coverage, but still require further development
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Development of rapid and automated protein digestion 

Rapid tryptic digestion   Automated tryptic digestion using buffer 
exchange in TECAN autosampler 

27 mAbs and 4 Fc‐fusion proteins were 
automatically digested during 5‐hour digestion with 
second trypsin addition after 2 hours 

Chelius et al., 2008

Manual 30‐minute digestion.  

Better removal of guanidine before 
tryptic digestion

Ren et al., 2009 

Automated Lys‐C, Glu‐C digestion using 
dilutions in a common HPLC autosampler 

The method is optimal for higher protein 
concentrations above 10 mg/ml

Richardson et al., 2011
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Automated tryptic digestion using buffer exchange in TECAN autosampler

IgG1 IgG2

11

Chelius et al., 2008

‐ Buffer exchange by size exclusion NAP‐5 cartridge.
‐ 27 mAbs and 4 Fc‐fusion proteins were 
automatically digested by 5‐hour tryptic digestion 
with second trypsin addition after 2 hours.
‐ The systems had been used for formulation 
development, molecule assessment
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Rapid 30‐minute tryptic digestion 

Ren, D et al., 2009
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‐ More complete removal of guanidine by size‐exclusion NAP‐5 column before tryptic digestion is important for rapid digestion
‐ Protocol‐induced deamidation, N‐terminal Q cyclization to pyroE, hydrolysis of succinimide and trypsin self‐digestion were
minimized

QPPGK pyroEPPGK
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Automated digestion using a commonly available HPLC autosampler

Richardson et al., 2011

Lys‐C peptide map of IgG2

Non‐reduced

Reduced

13

‐ The method is optimal for higher protein concentrations 
above 10 mg/ml
‐ Lys‐C, Glu‐C non‐reduced and reduced digestions were 
implemented on the system
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Sequence variant analysis ‐ misincorporations

(Zhang et al., 2013)
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The universal genetic code and Ser 
codon with frequent misincorporation    

‐ Several rules were uncovered for misincorporations, typically at 0.001% ‐ 0.1%, which facilied their automated identification.  
‐Under balanced nutrients, G(mRNA)/U(tRNA) mismatches at any of the three codon positions and certain additional wobble 
position mismatches (C/U and/or U/U) are the main causes of amino acid misincorporations. 
‐G/U mismatches are known to occur frequently in nucleic acid secondary structures and mRNA/tRNA interactions due to their 
similar binding energies as conventional Watson‐Crick base pairs.

Asn‐tRNA
synthetases



Sequence variant analysis ‐ misincorporations

(Zhang et al., 2013)
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‐ Several rules were uncovered for misincorporations which facilitated their 
automatic identification by MassAnalyzer software algorithm 
‐ They are typically at low level of  0.01% ‐ 0.1%



Amino acid misincorporation mechanisms

Wong et al, 2018
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‐ Several mechanisms and rules were uncovered for 
misincorporations, which facilitated their automatic identification 
by MassAnalyzer software algorithm   

Tyr‐tRNA
synthetase



Several common chemical modifications can be misidentified as mutations and misincorporations

Zhang et al., 2013
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‐ Several common 
modifications can be 
misidentified as amino 
acid substitutions 
(mutations, 
misincorporations) 

‐ Sequence variant 
analysis still includes 
laborious manual 
verification and remains 
probably the most 
challenging analysis of 
therapeutic proteins

Wong et al., 2018



Sequence variant analysis in Biopharmaceutical industry

Lin et al., 2019
19CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko

The published SVA strategy describes an arsenal of methods including 
‐NGS mRNA sequencing 
‐LC/MS intact mass and subunit mass 
‐Amino acid analysis of media to assess potential rick of 
misincorporations 
LC‐MS/MS low‐level product sequencing



Sequence variant analysis – Biopharmaceutical industry survey

Valliere‐Douglass et al., 2019
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‐ The ability to confidently detect low level SVs has prompted 6 of the 11 companies polled to develop a specific, “optimized” LC‐MS/MS peptide mapping 
methods for SVA. 

‐ This optimization may include the use of multiple enzymes to maximize sequence coverage, selection of multiple charge states for quantitation, … to reach 
better sensitivity and selectivity for SV detection. 

‐ However, these “optimized” methods do not typically use a system suitability standard.

‐ In the survey, the number of samples analyzed for SVs by MS methods ranged broadly from <2 samples to >8 samples per project.

‐ LC/MS analysis of intact antibodies and subunits, as well as charge‐based electrophoretic or chromatographic methods, have triggered a LC‐MS/MS peptide 
mapping workflow to identify, localize, and quantify SVs.

‐ 6 of 11 respondents currently use NGS for SVA and are implementing this technology in clinical development to identify SVs in the genome and transcriptome 
of recombinant protein producing host cell lines.

‐ 0.5% was a more realistic threshold for NGS sensitivity in an industry setting.

‐ While several companies reported discarding a cell line with >1% SV, this was in reference to new product cell lines under development and not commercial 
programs.

‐ Labs typically require 3‐8 weeks to complete data analysis



Molecule 
assessment
Molecule 
assessment

Clone selection 
and cell aging 

stability

Clone selection 
and cell aging 

stability

Bioprocess and media 
optimization

Bioprocess and media 
optimization

Elucidation of structure 
and function, stability
Elucidation of structure 
and function, stability QCQC PK and 

biotransformations
PK and 

biotransformations

21CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko



Metabolomics analysis of soy hydrolysates for identification of productivity
markers of mammalian cells for serum‐free manufacturing therapeutic proteins

(Richardson et al., 2015)
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LC‐MS/MS metabolomics studies of 30 different soy hydrolysate lots and correlation of metabolite abundances 
to yield revealed negative (Arginine, adenosine, FF, etc.) and positive (F, V, lactic acid, ornithine, etc.) markers 
(nutrients) of soy hydrolysates  

Evolution of feed cell culture media: serum‐containing  soy hydrolysate (veggie) ‐> chemically defined



Metabolomics analysis of soy hydrolysates for identification of productivity
markers of mammalian cells for serum‐free manufacturing therapeutic proteins

(Richardson et al., 2015)
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 Better soy hydrolysate 
performance resulted from 
better bacterial fermentation 
during the hydrolysate 
production to individual amino 
acids and dipeptides.

When ornithine was spiked 
into the culture media, both 
cell lines demonstrated
accelerated cell growth, 
indicating ornithine as a root 
cause of the performance 
difference.



Metabolic markers associated with high mannose (HM) glycan levels of mAbs

Kang et al., 2015
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LC‐MS/MS metabolomics studies of cell culture media of different cell lines and correlation of metabolite 
abundances to high mannose revealed several metabolic markers of high mannose including ornithine  



Metabolic markers associated with high mannose glycan (HM) levels of mAbs

Kang et al., 2015
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 A strong correlation was 
also observed between HM 
and mRNA expression levels 
of arginase 1 (ARG), an 
enzyme that catalyzes the 
conversion of arginine to 
ornithine. 

 Supplementation of 
ornithine to the culture 
medium leads to an 
increased level of HM.

 Reduced concentration of 
spermine, a downstream 
product of ornithine 
metabolism, leads to a 
decreased level of HM 



Proteomics analysis of altered cellular metabolism induced by insufficient copper level

Kang et al., 2014

Method: label‐free, LC‐MS/MS‐
based shotgun proteomics

 Results: under copper deficient 
condition, a substantial reduction of 
the protein levels of the multiple 
subunits of Complex IV, also known 
as cytochrome c oxidase, of the 
mitochondrial electron transport 
chain was observed for all three 
different CHO cell lines expressing 
therapeutic mAbs
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Proteomics analysis of altered cellular metabolism induced by insufficient copper level

Kang et al., 2014
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 Label‐free, LC‐MS/MS‐based 
shotgun proteomics identified 
majority of proteins from the 
oxidative phosphorylation 
pathway in mitochondria (in red)

 Under copper deficient 
condition, a substantial 
reduction of the protein levels 
of the multiple subunits of 
Complex IV, also known as 
cytochrome c oxidase (COX), 
was observed for all three 
different CHO cell lines 
expressing therapeutic mAbs
 mRNA levels of COX proteins 
with normal and low copper 
were similar.  Copper is needed 
for proper folding of COX 
proteins. 



100,000

1,000

10‐200

HCPs, ppm

Cation exchange (CEX),
Anion Exchange (AEX),  
Hydrophobic interaction 
Chromatography (HIC)

mAbs, 10s mg/mL
HCPs, 10‐200 ppm

Ultrafiltration/diafiltration

Adopted from Shukla, A. A., Hubbard, B., 
Tressel, T., Guhan, S., and Low, D. (2007), J. 
Chromatogr. B with modifications

Antibody drug product

Host cell proteins (HCPs) monitoring by LC‐MS/MS in therapeutic mAbs 
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 Soft, non‐denaturing purification 
techniques are used to preserve folding of 
mAbs.  

 Some HCPs remain attached and carried 
into antibody drug product. 

 LC‐MS/MS proteomics approach is 
utilized to identify and quantify host cell 
proteins in the presence of large 
concentration of therapeutic protein



Molecule 
assessment
Molecule 
assessment

Clone selection 
and cell aging 

stability

Clone selection 
and cell aging 

stability

Bioprocess and media 
optimization

Bioprocess and media 
optimization

Elucidation of structure 
and function

Elucidation of structure 
and function QCQC PK and 

biotransformations
PK and 

biotransformations

29CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko



Arthur et al., 2012
30

Stoichiometry of antibody‐antigen interactions 
facilitates elucidation of the mechanism of action
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Example of native MS of antibody – antigen interactions
Schemes of antibody‐antigen complex formationNative ESI MS



Structural and functional characterization of disulfide isoforms of human IgG2 subclass

Dillon et al., 2008
31

Reversed‐phase HPLC revealed heterogeneous profiles with 
multiple peaks for IgG2 and single peak for IgG1 molecules.

IgG1 exhibited higher potency as compared to IgG2 
in cell based potency assay.
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Dillon et al., 2008

32

Redox treatment caused enrichment of different IgG2 disulfide 
isoforms depending on presence of guanidine

Enriched IgG2‐A disulfide isoform had greater potency as 
compared to IgG2‐B due to greater flexibility and reach of 
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B

A/B

A

Structural and functional characterization of disulfide isoforms of human IgG2 subclass



33

Dillon et al., 2008;  Wypych et al., 2008
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 Non‐reduced Lys‐C peptide mapping uncovered disulfide connectivity of IgG2 disulfide isoforms
 IgG2 disulfide exchange is caused by the close proximity of several cysteine residues at the 
hinge and the reactivity of tandem cysteines within the hinge

Structural and functional characterization of disulfide isoforms of human IgG2 subclass



Dillon et al., 2018
34

IgG2‐A isoform (peak 3) eluted later from reversed‐phase HPLC 
and exhibited larger number of charges (lower m/z values) on 
ESI mass spectra indicating larger size 

Size exclusion chromatography and sedimentation 
velocity analysis revealed larger size (hydrodynamic 
radius) of native IgG2‐A

CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko

B A/BA
BAA2

B

A
ESI mass 
spectra 

RP HPLC‐UV

RP HPLC‐MS

Dillon et al., 2008

Structural and functional characterization of disulfide isoforms of human IgG2 subclass

51+

34+

51+

40+

m/z

SEC

Ultracentrifugation
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Biotransformation example: Human IgG2 antibody disulfide rearrangement in vivo

36

 IgG2 disulfide linkages interconvert while circulating in humans. 
 Secretory cells initially produce primarily one form (IgG2‐A), which is rapidly converted to a second form (IgG2‐A/B) while circulating in 
blood, followed by a slower conversion to a third form (IgG2‐B). 
 In case of the recombinant therapeutic IgG2 antibodies, similar IgG2‐A  IgG2‐A/B  IgG2‐B conversion first takes place in redox 
environment of bioreactor and them continues in human blood after administration

CASSS MASS SPEC 2019 Bondarenko

Liu et al., 2008

In bioreactor In human bloodIn human blood



PK example: High‐mannose 5 glycans (M5) on Fc of therapeutic IgG antibodies 
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 The therapeutic IgGs were affinity 
purified from serum samples from 
human PK studies, and changes to 
the glycan profile over time were 
determined by peptide mapping.

 Relative levels of high‐mannose 5 
(M5) glycan decreased
as a function of circulation time, 
whereas other glycans
remained constant. 

 These results demonstrate that 
therapeutic IgGs containing Fc high‐
mannose glycans are cleared more 
rapidly in humans than other glycan 
forms.
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 There is a strong, but not exclusive, preference for
M5:M5 pairing, the degree of which may vary among 
molecules.

 In this study, however, the impact of M5 on antibody 
clearance is not significantly greater than that calculated 
based on M5 fraction per heavy chain.
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