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Résumé

La pharmacocinétique (PK) des anticorps monoclonaux (mAbs) est sujette a d’importantes
variations interindividuelles. Le récepteur néonatal au Fc des IgG (FcRn) et le statut immun a
I’encontre de ces mAbs sont des déterminants de cette PK. La bioconjugaison des mAbs a des
cytotoxiques entraine une altération de leur PK. Nous montrons que le taux de couplage
modifie I’affinité de ces especes pour le FcRn a pH6. La proportion d’agrégats au sein des
solutions d’anticorps armés augmente avec le taux de couplage et pourrait entrainer une
altération de leur PK. Par ailleurs, cette agrégation est impliquée dans I’immunogénicité des
mAbs, et nous avons donc cherché a identifier des acides aminés impliqués dans I’agrégation
de mAbs indiqués en clinique. Il apparait que la nature biochimique de résidus des paratopes
pourrait augmenter cette agrégation. Les anti-TNF-a présentent tres peu d'agrégats et figurent
pourtant parmi les plus immunogénes chez ’Homme. Nous avons donc exploré le role des
complexes immuns dans leur immunogénicité chez la souris. Il apparait que la présence du
FcRn n’est pas a I’origine de I’immunisation contre ces mAbs, contrairement a celle des

complexes immuns.

Ces résultats donnent des pistes pour la production de mAbs plus efficients et mieux tolérés.

Mots-clés : Pharmacocinétique ; anticorps monoclonaux thérapeutiques ; anticorps armeés ;

récepteur néonatal au Fc des IgG ; agrégats ; complexes immuns



Résumé en anglais

The pharmacokinetic (PK) profile of monoclonal antibodies (mAbs) shows interindividudal
variability. The neonatal Fc receptor (FcRn) and the immounogenicity of these mAbs are
determinative factors of mAb PK. Generation of antibody-drug-conjugates alters their PK
profile. We show that the the affinity for FcRn at pH6 increases with the drug-to-mAb ratio,
as does the amount of aggregates inside the mAb-drug-conjugate. The amount of aggregates
could be responsible for an avidity effect towards FcRn. These aggregates are known to cause
immunogenicity, so we studied biochemical determinants inside the aminoacid sequence of
marketed mAbs. We show that the biochemical nature of some aminoacids inside the paratope
has an impact on the amount of aggregation. Anti-TNF-a mAbs show very little aggregation
but are very immunogenic in humans. We studied the role of the formation of immune
complexes in the immunization against anti-TNF-o mAbs in mice, and showed that immune
complexes, but not FcRn are essential in the immunization process against anti-TNF-o mAbs.
These results give leads towards the generation of more efficient, better tolerated mAbs.

Keywords: pharmacokinetics ; therapeutic monoclonal antibodies ; antibody-drug-conjugates

; neonatal Fc receptor ; aggregates ; immune complexes.
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A.Introduction-contexte

1) Généralites sur les anticorps thérapeutiques

Les anticorps constituent une classe de protéines apparues tardivement dans 1’évolution, avec
les gnathostomes ou poissons a machoires (Klein and Nikolaidis, 2005). Il s’agit de
glycoprotéines hétéromultimériques impliquées dans la réponse immunitaire. Chez I’Homme,
la classe d’immunoglobulines la plus représentée est 1’'IgG, dont la structure de base
comprend quatre chaines, dont deux dites lourdes (environ 50kDa) et deux légeres (25kDa),
pour un total d’environ 150kDa (figure 1). Ces chaines sont liées entre elles a la fois par des
liaisons covalentes (des ponts disulfures), ainsi que des liaisons non covalentes (interfaces
hydrophobes). Une chaine 1égére est liée de facon covalente a une chaine lourde, tandis que

chaque chaine lourde est liée a une chaine légere et a 1’autre chaine lourde.

Chez ’'Homme, les IgG sont synthétisées par des cellules lymphoides matures issues de la
différenciation de lymphocytes B activés, les plasmocytes. Les IgG peuvent étre de sous-
classe IgGl, 2, 3 ou 4 (figure 2) méme si certains ont breveté a tort et a travers des sous-

classes d’IgG allant jusqu’a IgG17 (Pottier and Watier, 2014)!

En thérapeutique, seules les IgG sont employées a I’heure actuelle et nous ne parlerons plus

que de cette classe d’immunoglobulines dans la suite de ce manuscrit, sauf mention contraire.
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Fab
\

" Pont disulfure

’ Domaine
immunoglobulinique

/ Charniére

Figure 1

Schéma d’un anticorps de type IgG1. Il est composé de deux chaines lourdes et deux chaines
légeres, assemblées entre elles par des ponts disulfures. La chaine lourde se compose de
quatre domaines immunoglobuliniques, Vy (variable heavy), Cyl (constant heavy 1), Cy2 et
Cy3. La chaine légere est composée de deux domaines, V; et C;. Les domaines Vi et Vy
forment le Fv, responsable de la liaison a ’antigene. Le Fv et les domaines Cy et Cyl forment
le fragment Fab, qui peut étre libéré sous ’action de la papaine tandis qu’un clivage par la
pepsine libere les deux Fab liés par la charniere, soit un F(ab’),. Les domaines Cy2 et Cy3

forment le fragment cristallisable ou Fc, séparé du Fab par la charniere.

IgG1 IgG2
lgG4
~ Pontdisulfure 1gG3

' Domaine
immunoglobulinique

/ Charniére
Figure 2

Structure schématique des principales sous-classes d’IgG. Parmi elles, Les IgG1 sont les plus
utilisées en thérapeutique. Ces sous-types se différencient par leur structure, notamment au

niveau de leurs charnieres, mais aussi en termes de propriétés biologiques.
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2) Relation structure-fonction

Quelle que soit la classe d’immunoglobuline considérée, elle posséde deux parties distinctes
assurant des fonctions distinctes également. C’est le concept de dualité structure-fonction. Le
Fab, composé des domaines V| et C de la chaine 1égere ainsi que des domaines Vy et Cyl de
la chaine lourde, assure la liaison de I’anticorps a son antigéne par le biais des paratopes
portés par les Fy (figure 1). Quant au Fc, composé des autres domaines de la chaine lourde, il
assure le recrutement d’une multitude de systémes cellulaires et moléculaires dont la finalité
peut étre : la cytotoxicité cellulaire, la phagocytose d’une cellule exogéne ou d’un antigéne
soluble, la transcytose voire la distribution ou le recyclage de 1’anticorps concerné. Cette
distinction historique entre le Fab et le Fc vient de la biochimie, qui avait permis une
description structurale de ces fragments a la suite de clivages d’anticorps humains par la
papaine (Petermann, 1946). Le Fab libéré retenait la spécificité antigénique. Parallélement, les
différents récepteurs et ligands recrutables par le Fc permettent a 1’anticorps de jouer un role
d’adaptateur entre une cible et une fonction immunologique. La liaison entre le Fc et les Fab
est assurée par une partie appelée « charnicére », qui articule ces deux parties en laissant un
degré de liberté entre ces deux portions de 1’anticorps, variable en fonction des classes et
sous-classes considérées. Cette charniere porte plusieurs ponts disulfures, au nombre de deux
pour les IgGl (figure 1, 2). Ces ponts constituent les seules liaisons covalentes entre les
chaines lourdes mais ne sont pas indispensables a I’intégrité de la structure quaternaire, ce qui
leur vaut d’étre utilis€és comme support pour la bioconjugaison dans le cas des anticorps armés

ou Antibody-Drug-Conjugates (ADC).

Les interactions entre le Fc et les effecteurs s’appuient sur la structure et la séquence du Fc.
En effet, pour recruter les effecteurs, une IgG doit posséder la capacité de se lier a certains
récepteurs, tels que la protéine Clq du complément (figure 3) ou les récepteurs aux chaines
lourdes de type gamma, ou Fc gamma récepteurs (FcyRs, figures 4 et 5). Certains résidus
d’acides aminés et zones d’interactions, doivent étre conservés pour permettre la liaison a ces
récepteurs, et sont donc d’une importance cruciale pour les fonctions effectrices qu’ils

portent, comme la phagocytose ou la cytotoxicité cellulaire (Figure 4, 5).
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Figure 3

Cytotoxicité dépendante du complément. Lorsque les anticorps sont liés a leur antigene
(triangles noirs) sur la cellule-cible, la protéine Clq s’associe aux domaines Cp2. Cette
liaison induit une activation de la protéine Clq qui va ainsi pouvoir cliver C4 en C4a et C4b.

C’est la premiere étape de la voie classique du complément.
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Figure 4

Schéma présentant les sites d’interaction entre les IgG et certains récepteurs au Fc gamma.
Les FcyRI (A), et IIA (B) interagissent tous via leur domaine D2 au niveau du bas de la
charniere et du domaine Cy2 des IgG. Les principaux résidus d’acides aminés participant
aux sites de liaison sont présentés en rouge sur les récepteurs et en vert sur les anticorps. Le
N-glycanne se trouve au cceur de ce site d’interaction, illustrant son importance dans le

recrutement de ces récepteurs. Issu de Saxena and Wu, 2016.
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Figure 5

Schéma présentant les sites d’interaction entre les IgG et certains récepteurs au Fc gamma.
Le FcyRIIIB (A) interagit via son domaine D2 au niveau du bas de la charniere et du domaine
Cy2 des IgG. Le récepteur néonatal au Fc (B) possede un site distinct, a cheval entre les
domaines Cy2 et Cy3, et n’impliquant pas [’oligosaccharide porté par [’Asn297.

Les principaux résidus d’acides aminés participant aux sites de liaison sont présentés en

rouge sur les récepteurs et en vert sur les anticorps. Issu de (Saxena and Wu, 2016).
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La partie basse de la charniére des IgG1 ainsi que le domaine Cy2 comportent plusieurs
résidus d’acides aminés cruciaux pour la liaison a différents FcyRs, comme la Leu235 et la
Pro329 qui sont des résidus impliqués a la fois dans la liaison a FcyRI, IIA, et IIIB (Kiyoshi et
al., 2015; Radaev et al., 2001; Ramsland et al., 2011). La Pro329, est impliquée également
dans le site de liaison au C1q (Idusogie et al., 2000; Saxena and Wu, 2016). Cette propriété a
d’ailleurs été utilisée pour générer des formats d’anticorps incapables de recruter les
effecteurs, tout en minimisant le nombre de mutations effectuées. En mutant les deux leucines
terminales de la région charniére en alanines (L234A/L235A ou « LALA ») en plus d’une
mutation P329G, Schlothauer et al. montrent qu’il est possible d’abolir a la fois la liaison au
Clq ainsi qu’aux FcyRIA, IIA et IIIA (Schlothauer et al., 2016). En plus de ces résidus,

I’interaction avec les effecteurs implique le sucre porté par I’Asn297 (figure 4, SA et 6).
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Figure 6

Schéma représentant le motif N-glycanne porté sur [’asparagine 297 de la chaine lourde des
IgGl. A. La séquence Asn-X-Ser/Thr (avec X tout résidu sauf une proline) située dans le Cy2
de I'lgG est le substrat d’une glycosyl transférase qui vient greffer un des résidus
majoritaires présentés en (B). B. Glycoformes fréquemment retrouvés sur [’asparagine 297.
Ils peuvent étre fucosylés (haut) ou non (bas) et présenter de 0 a 2 résidus galactose
terminaux. D autres glycoformes comme les formes high-mannose, complexes ou hybrides se

retrouvent parfois de fagon minoritaire.
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Il a été décrit que la présence de ce glycanne conditionnait le recrutement des FcyRs ainsi que
du Clq (Mimura et al., 2000). Ainsi, la composition du glycanne porté par cette asparagine
varie (figure 6) et a une influence sur la nature et le degré de recrutement des fonctions
effectrices (Jefferis and Lund, 2002). Les voies de biosynthése des N-glycannes par des
cellules mammifeéres sont complexes, et aboutissent a des mélanges d’anticorps présentant
différentes glycoformes, certaines étant majoritaires par rapport aux autres. Dans un effort de
compréhension de I'influence de ces différentes glycoformes sur I’efficacité thérapeutique, il
a ¢té identifié que certaines augmentaient le recrutement de certaines fonctions effectrices, et
qu’en modifiant les conditions de culture cellulaire, il était possible d’améliorer I’efficacité
d’un anticorps thérapeutique (Hamilton et al., 2003; Umaiia et al., 1999). C’est le cas de la
déplétion en fucose au sein du « core » de 1’oligosaccharide, qui augmente la liaison au
FcyRIIA (Okazaki et al., 2004), augmentant ainsi I’ADCC, dont il a ét¢ montré qu’elle était
souhaitable dans le cas d’anticorps anticancéreux (Hodoniczky et al., 2005). Cette découverte
a été appliquée en clinique, sur 1’obinutuzumab (un anti-CD20 indiqué dans la leucémie
lymphoide chronique et le lymphome folliculaire), revendiquant une meilleure ADCC sur les
cellules CD20+ (Gagez and Cartron, 2014). La présence de N-acétylGlucosamine dans le core
de I’oligosaccharide permet également une augmentation de ’ADCC (Umaifia et al., 1999).
Cette modification aurait toutefois un effet moindre que 1’afucosylation sur I’ADCC
(Shinkawa et al., 2003). Plus récemment, une équipe a généré vingt glycoformes différentes
de deux anticorps monoclonaux afin d’étudier I’effet sur le recrutement des effecteurs liés au
Fc et des fonctions effectrices. Parmi les résultats marquants, les auteurs mettent en évidence
une absence d’effet de la présence d’un sucre bissecteur dans le core du glycanne sur le
recrutement des FcyR et de Clq. Ils notent également que dans leur modele, la sialylation n’a
pas d’effet sur le recrutement des FcyR. IIs montrent une multiplication par 17 du recrutement
de FcyRIIA et B lorsque le glycanne est hypofucosylé, ce chiffre passant a 40 lorsqu’une
hypergalactosylation est surajoutée, ce qui s’accompagne d’une augmentation de I’ADCC NK
in vitro. Enfin, ils mettent en évidence une augmentation du recrutement de C1q accompagnée
d’une augmentation de la CDC in vitro pour les glycoformes simultanément

hypergalactosylées et hypersialylées (Dekkers et al., 2017).

En raison de la complexité des systemes de glycosylation, certains auteurs se tournent vers
I’ingénierie moléculaire afin de produire des anticorps aglycosylés en cellules procaryotes,
mais capables de recruter des fonctions effectrices (Jung et al., 2010; Sazinsky et al., 2008).

Par exemple, le couple de mutation S298G/T299A permet de recruter FcyRIIA in vitro et in
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vivo (Sazinsky et al., 2008). Les mutations E382V et E382V/M428I permettant quant a elles
de restaurer 1’affinité pour le FcyRI, sont situées dans le Cy3 et agissent en stabilisant la

conformation du haut du domaine Cy2, crucial pour I’interaction avec FcyRI (Ju et al., 2015).

L’absence de glycosylation modifie certes la capacité¢ a recruter les FcyRs et le Clq, mais
n’empéche pas I’anticorps de se lier au récepteur néonatal au Fc des IgG ou FcRn (Saxena
and Wu, 2016). Ce récepteur est responsable de la longue demi-vie des anticorps endogénes et
des anticorps thérapeutiques et joue un role dans la présentation d’antigéne et I’élimination
des complexes immuns (Baker et al., 2014; Roopenian and Akilesh, 2007). La liaison entre
I’anticorps et le FcRn est pH-dépendante, et portée par des résidus a cheval entre le Cy2 et le
Cu3, notamment les histidines 310 et 435, ainsi que ’isoleucine 253 (figure 5B et Shields et
al., 2001). Le développement d’un anticorps thérapeutique comprend notamment des étapes
obligatoires de caractérisation de la liaison au FcRn, ce qui va conférer au médicament des

caractéristiques pharmacologiques précieuses.

22



3) Pharmacologie des anticorps thérapeutiques

3.1) Notions de pharmacologie

La pharmacologie est étymologiquement « 1’étude des poisons » (pdappakov : le poison). Plus
spécifiquement, la pharmacologie s’intéresse a I’action de poisons sur des organismes vivants.
L’utilisation de la racine du mot « poison », intégre la notion que tout médicament (a part
I’homéopathie et les placebos qui ne possédent pas de principe actif), posseéde un pouvoir
intrinséque nocif, et que la limite entre soin et nocivité est une question de dose. La dose n’est
pas universelle, et s’adapte en fonction de multiples parameétres liés a la pathologie et au
patient. Une dose trop faible ne sera pas ou insuffisamment active, et un surdosage
provoquera des effets indésirables. Entre la plus petite dose efficace et la plus grande dose
tolérée se trouve la marge thérapeutique. Cette gamme de doses, présentant un bon rapport
efficacité-tolérance est a cibler pour obtenir le meilleur bénéfice, au moindre risque pour le
patient. Si une marge thérapeutique est déterminée lors des essais cliniques pour une
population, elle n’a qu’une pertinence relative a I’échelle individuelle. En effet, un individu
donné présentera une meilleure ou une moins bonne tolérance qu’un autre, a des
concentrations comprises dans cet intervalle thérapeutique. Le méme individu, en fonction de
son état physiopathologique, pourra méme répondre différemment a une méme dose
administrée a deux moments distincts. Ces notions de variabilité sont importantes, car elles
posent les bases de I’intérét du suivi thérapeutique, action qui consiste a doser le médicament
dans le sang du patient pour moduler les doses administrées. La pharmacologie se décompose

en pharmacodynamie et pharmacocinétique.

La premicre est I’étude de «ce que le médicament fait au corps », autrement dit son
mécanisme d’action. Les mécanismes liés aux effets indésirables, telles que les toxicités « off-
target » peuvent €tre comptés dans cette catégorie La pharmacodynamie des anticorps est le
résultat conjoint de la spécificité antigénique, de la capacité du Fc a recruter des effecteurs ou
non, ainsi que de la présence éventuelle d’adduits possédant un effet thérapeutique comme

c’est le cas pour les anticorps armés.

La seconde est souvent décrite comme « ce que le corps fait au médicament », soit le devenir
de ce dernier une fois qu’il a été administré : sa distribution, les transformations éventuelles

qu’il peut subir et enfin ses modes d’¢élimination.
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3.2) Pharmacodynamie : comment agit un anticorps ?

3.2.1) Mécanismes d’action des anticorps

La pharmacodynamie des anticorps est conditionnée par divers facteurs, parmi lesquels
certains sont liés a la nature de I’antigéne ciblé, ainsi qu’au recrutement de divers effecteurs.

Wang et al. décrivent quatre types d’effets pharmacodynamiques des anticorps (tableau 2).

L’effet appelé « immunotoxicothérapie » se rapporte aux anticorps a but purement
neutralisant a ’encontre d’un antigéne soluble. Les exemples cités sont ceux du bévacizumab,
du ranibizumab (tous deux anti-VEGF indiqués notamment dans la dégénérescence maculaire
liée a I’age), de ’omalizumab (anti-IgE indiqué dans 1’asthme a IgE), de I’adalimumab et de
I’infliximab (tous deux anti-TNF-a indiqués dans certaines pathologies inflammatoires

chroniques).

Le second effet possible, intitulé cytotoxicité, est médié par la portion Fc de I’anticorps, dont
sont dépourvus les Fab thérapeutiques comme le ranibizumab susnommé. Dans cette
catégorie, les anticorps tels que le rituximab (anti-CD20 indiqué initialement dans les
lymphomes non-hodgkiniens CD20+), le cétuximab (anti-EGFR indiqué dans le cancer
colorectal et certaines tumeurs de la téte et du cou) ou le trastuzumab (anti-HER2 indiqué
dans les cancers du sein et certains cancers gastriques métastatiques) reconnaissent un
antigene surexprimé a la membrane des cellules ciblées. La fixation de 1’anticorps a sa cible
se solde par le recrutement d’effecteurs cellulaires, tels que les macrophages, les lymphocytes
T et les cellules NK, ainsi que moléculaires, tels que le Clq, ce qui concourt a la lyse ou a la

phagocytose de la cellule ciblée.

L’altération des fonctions cellulaires est un mécanisme utilisant la neutralisation ou la
modulation d’une voie de signalisation. L’anticorps, en se liant a un antigéne impliqué dans
une voie de signalisation, va provoquer une modulation du signal et aboutir a des effets a
distance de la cible. C’est le cas, notamment de I’abciximab (Fab anti-GPIIb/Illa indiqué dans
la prévention des complications ischémiques lors des interventions sur les artéres
coronariennes), qui prévient I’agrégation plaquettaire en se liant a des protéines d’adhésion a
la surface des plaquettes activées, du basiliximab et du daclizumab (tous deux anti-CD25, le
premier indiqué dans la prévention du rejet aigu au cours de 1’allogreffe rénale, le second dans

certaines formes de sclérose en plaques), qui inhibent la fixation de cytokines a la surface des
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récepteurs utilisant la chaine CD25, et de 1’éfalizumab (anti-LFA-1 ayant perdu son indication
dans le psoriasis sévere), qui empéche la liaison entre LFA-1 et ICAM-1, couple moléculaire

important dans les interactions entre lymphocytes T et autres leucocytes.

Enfin, le ciblage de drogue est le concept de base du développement des anticorps armés. Il
s’appuie sur la spécificité du Fab pour transporter une molécule cytotoxique jusqu’a une
cellule présentant un antigéne de surface donné. C’est le cas du brentuximab-vedotin (anti-
CD30 indiqué dans certains lymphomes), de 1’ado-trastuzumab emtansine (anti-HER2 couplé
a la maytansine et indiqué dans certains cancers du sein métastatiques), ou de I’inotuzumab
ozogamicine (anti-CD22 indiqué dans les leucémies aigués lymphoblastiques B réfractaires

ou récidivantes CD22-positives).

Ces différents types d’effets ne sont pas mutuellement exclusifs et il en faut souvent plusieurs
pour expliquer le mécanisme d’action et/ou les effets indésirables d’un anticorps
thérapeutique. Par exemple, le rituximab présente majoritairement un effet de type
cytotoxique, mais il a été décrit que sa liaison au CD20 modifiait des voies de signalisation
intracellulaires, notamment la voie Fas liée a 1’apoptose, cet effet permettant notamment de
restaurer la sensibilité de certains lymphomes B a la chimiothérapie (Vega et al., 2009). Les
effets cytotoxiques peuvent également différer, méme pour des anticorps ciblant le méme
antigéne. Pour reprendre le cas du rituximab, il s’agit d’un anti-CD20 dit de « type I », c’est-
a-dire qu’il recrute efficacement le complément en faisant transloquer le complexe antigene-
anticorps vers les radeaux lipidiques, ce que ne fait pas I’obinutuzumab, dont le Fc muté était
censé améliorer ses fonctions effectrices en augmentant 1’affinité au FeyRIIIA"**"(Cragg and
Glennie, 2004; Gagez and Cartron, 2014). La différence d’épitope couplée a la modification
du Fc aboutit a des mécanismes d’action totalement différents, ce qui rend impossible la
prévision des effets cliniques de I’obinutuzumab par rapport au rituximab (Cartron and
Watier, 2017).

De méme, les anti-TNF-o peuvent utiliser trois mécanismes différents. La fixation de
I’infliximab ou de ’adalimumab sur le TNF-a trimérique soluble empéche sa fixation sur ses
récepteurs, et neutralise la cytokine. De plus, cette cytokine est pro-inflammatoire, et sa
neutralisation va altérer le signal et ’environnement cytokinique au voisinage, en réduisant
I’inflammation. Dans les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin, il a également été
décrit une diminution de I’inflammation par cytotoxicité des anticorps sur le TNF-a

membranaire des cellules notamment mononuclées infiltrant la /amina propria (Baert et al.,
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1999; Geboes et al., 2001), ce qui constitue le troisieme élément de pharmacodynamie de ces
anticorps. Pour certains anticorps inhibiteurs des checkpoint immunologiques, dont le
mécanisme d’action présumé ¢était d’empécher 1’interaction entre deux partenaires
moléculaires, il a ét¢é montré que le recrutement de fonctions effectrices était indispensable
pour Dactivit¢ (Bruhns and Teillaud, 2016). Cette classe d’anticorps, en plein essor
actuellement (Storz, 2016), est basée sur l’inhibition d’interactions entre des récepteurs
inhibiteurs de cellules effectrices du systéme adaptatif et leurs ligands, comme les couples
CD80-CTLA4 ou PDI1-PDLI1. Le mécanisme d’action présumé implique donc en théorie
I’encombrement stérique du site d’interaction entre le récepteur et son ligand donc une
altération des fonctions cellulaires. Or, dans le cas d’anti-CTLA-4 comme [’ipilimumab
(indiqué dans certains carcinomes métastatiques), le F(ab’), seul perd son activité, ce qui rend
son efficacité paradoxalement dépendante de fonctions effectrices portées par son Fc (ici en
particulier du FcyRIIB), tout du moins dans un modéle murin (White et al., 2014b).

Cette cumulation d’effets se retrouve aussi pour les anticorps armés. S’ils utilisent le ciblage
de drogue comme principal mécanisme d’action, il a également été décrit que le recrutement
d’effecteurs par le Fc gamma participait également a 1’activité, notamment dans le cas de
tumeurs exprimant 1’antigéne ciblé de facon hétérogene. Dans un modele murin de lymphome
de Hodgkin CD30+, il a ét¢ montré qu’un anticorps non spécifique de CD30 se montrait aussi
efficace que le brentuximab védotine. Cette efficacité dépendait de la liaison aux FcyR et était

médiée par les macrophages associés a la tumeur (Li et al., 2017).
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Tableau 1

Effet
pharmacodynamique

Role de l'anticorps

Antigéne ciblé

Finalité

3 Immuno-
toxicothérapie

2 Cytotoxicitée

5 Altération des

fonctions cellulaires

4 Ciblage de drogue

Inhibiteur compétitif

Recrutement
d'effecteurs

Inhibiteur
compétitif/agoniste
/antagoniste

vecteur de petites
molécules

ligand soluble

antigéne de surface

antigéne de surface/
ligand soluble

antigéne de surface

neutralisation

toxicite

Modulation de signal

toxicite

Effets pharmacodynamiques des anticorps thérapeutiques (selon Wang et al., 2008).
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Importance de I’épitope ciblé

Le Fab est le support de la spécificité¢ antigénique (figure 1). Au sein du Fab, seuls les
domaines variables (Vi et Cy) participent a la reconnaissance antigénique. Ils sont eux-mémes
constitués de régions charpentes, au role structurant comme leur nom 1’indique, et des régions
déterminant la complémentarité (complementarity determining regions ou CDR). Au sein de
ces régions, tous les résidus d’acides aminés ne participent pas directement au paratope.
Certains résidus, dits de la « seconde sphére », sont importants pour la conformation du
paratope, mais n’engagent pas de liaisons avec 1’épitope. Une protéine cible peut présenter
une multitude d’épitopes. Par exemple, le TNF-a trimérique soluble peut étre reconnu par
plusieurs anticorps thérapeutiques, chacun spécifique d’un épitope différent (Hu et al., 2013).
La liaison a2 un méme antigéne mais au niveau d’épitopes différents peut compleétement
transformer la réaction engendrée par la fixation de ’anticorps. Dans le cas des anti-TNF-a.,
I’infliximab, I’adalimumab et I’étanercept sont capables d’inhiber 1’échange spontané de
monomeres de TNF-a au sein du TNF-a trimérique soluble, contrairement au golimumab et
au certolizumab-pégol (van Schie et al., 2016), ce qui selon les auteurs pourrait expliquer
notamment I’activité résiduelle du TNF-a lors d’un traitement par adalimumab. Pour les anti-
HER2, le mécanisme d’action du trastuzumab est d’empécher I’hétérodimérisation des
récepteurs HER2/HER3 ligand-indépendante, cette derniére menant a une transduction de
signal prolifératif impliqué dans le développement de tumeurs mammaires entre autres
(Junttila et al., 2009). A Dinverse, les anti-HER2 n’entravant pas cette liaison peuvent
permettre 1’internalisation de 1’anticorps, ce qui est souhaitable par exemple dans le cas des
anticorps armés ou ADCs (de Goeij et al., 2014). En effet, pour cette classe particuliére de
médicaments, un relargage spécifique d’une molécule cytotoxique puissante peut étre obtenu
par clivage lysosomal d’un linker substrat d’enzymes comme certaines cathepsines. Un
anticorps ciblant un antigene lui conférant une internalisation spécifique et rapide rend alors le
relargage de la molécule cytotoxique plus efficace, augmentant la toxicité de I’ADC sur les

lignées HER-2 positives (de Goeij et al., 2014).

Dans le cas d’un anticorps & but neutralisant, la seule action de liaison du Fab a I’antigéne
suffit a I’efficacit¢ du médicament, et par mesure de précaution, certaines sous-classes ou Fc
modifiés sont utilisés préférentiellement pour limiter le risque d’effets indésirables liés au
recrutement d’effecteurs. Dans ’optique d’une élimination de cellule porteuse d’antigene,

quelle que soit la nature de celle-ci, la liaison a 1’antigéne seule est insuffisante pour obtenir
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I’action thérapeutique. Il est cependant décrit dans certains cas que la liaison a certains
récepteurs peut induire de la transduction de signal menant la cellule-cible a 1’apoptose. C’est
le cas notamment du rituximab (Vega et al., 2009). Mais méme dans ce cas, la liaison a
I’antigéne n’est pas suffisante pour obtenir une activité significative, et les fonctions portées
par le Fc sont donc primordiales pour expliquer 1’efficacité. L’impact du polymorphisme de
certains récepteurs du Fc sur la survie de patients atteints de lymphomes malins non-

Hodgkiniens traités par rituximab en est la preuve (Dall’Ozzo et al., 2004).

Dans d’autres cas, ce n’est pas directement la liaison a I’antigéne qui va provoquer un effet
pharmacologique, mais le rapprochement de ces antigénes. Dans le cas de récepteurs
membranaires présentant des fonctions de transduction de signal, le rapprochement physique
de deux antigeénes pontés par le méme anticorps peut provoquer ’activation des récepteurs
(Wang et al., 2009). Cet effet peut participer au mécanisme d’action de I’anticorps, mais il
pourrait tout aussi bien constituer une source d’effet indésirable. OX-40L est une molécule de
costimulation exprimée par les lymphocytes T. L’interaction entre OX-40 et OX-40L est
nécessaire pour obtenir une réponse humorale vis-a-vis d’un antigéne T-dépendant (Stiiber
and Strober, 1996). Un anticorps dirigé contre OX-40L peut donc potentiellement inhiber
I’interaction avec son récepteur, OX-40, lui conférant des propriétés immunomodulatrices.
Or, en ciblant un épitope permettant un cross-linking artificiel d’OX-40L, phénoméne
sruvenant physiologiquement lors de I’interaction OX-40/0X-40L Wang et al. montrent un
potentiel immunostimulateur, prouvant que des anticorps dirigés contre une méme molécule
peuvent avoir des effets totalement opposés en fonction de 1’épitope reconnu, et donc

uniquement en fonction de la spécificité du Fab.

L’épitope ciblé par un anticorps a la surface de I’antigéne peut donc avoir un impact
important sur la pharmacodynamie de I’anticorps. Les essais de phase préclinique comportent
une caractérisation des effets pharmacodynamiques du candidat-médicament chez I’animal,
qui peut s’avérer complexe en termes d’interprétation. En effet, il faut s’assurer que 1’antigéne
ciblé est bien présent, qu’il posséde une séquence, une structure et une distribution tissulaire
suffisamment proches de celles de son orthologue humain, et que I’interprétation de ces
résultats n’est pas biaisée par une immunisation de 1’animal a 1’encontre du médicament, des
différences de biodistribution importantes ou une interférence de [’anticorps avec les
fonctions immunitaires de I’animal (Loisel et al., 2007). La cross-réactivité, ou capacité de

I’anticorps dirigé contre la cible humaine a reconnaitre I’orthologue animal, est souvent un
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frein important. La cross-réactivité diminue avec la distance phylogénique, et une différence
d’un seul acide aminé peut abolir la capacité de I’anticorps a exercer son activité. C’est le cas
pour I’éculizumab (anti-protéine C5 du complément indiqué dans 1’hémoglobinurie
paroxystique nocturne et les syndromes hémolytiques et urémiques atypiques), qui n’inhibe
pas I’activité du complément du chimpanz¢ malgré une différence d’un seul acide aminé dans
I’épitope ciblé (Brachet et al., 2016 et annexe 1). Ces différences d’épitope et de distribution
entrainent potentiellement a la fois des erreurs dans 1’étude de la pharmacodynamie, mais
aussi dans 1’évaluation du risque de toxicité. Des études de toxicité chez le cynomolgus
n’avaient par exemple pas prédit les risques d’hypertension ou de saignement observés chez
I’Homme avec le bévacizumab (Giantonio et al., 2007; Ryan et al., 1999). L’exemple du
TGN1412 est le plus flagrant exemple de la faible transposabilité des résultats de préclinique,
y compris du primate non humain, en clinique. Ce superagoniste anti-CD28 dont les études
chez le macaque laissaient craindre une efficacité médiocre a en effet causé de violents orages
cytokiniques chez les volontaires de la phase I, faisant du méme coup avorter le
développement du candidat-médicament et revoir les protocoles de premiére administration

d’un médicament en phase clinique précoce (Suntharalingam et al., 2006).

3.2.2) Fonctions effectrices portées par le Fc

Les anticorps servent d’adaptateurs entre une cible spécifique et des cellules effectrices, par le
biais de récepteurs du Fc. La présence de ces derniers sur les diverses cellules effectrices
provoque, notamment en fonction du type de récepteur engagé, des réponses cellulaires
différentes. Les fonctions portées par le Fc de I’anticorps sont multiples. Cette portion,
constituée pour les IgG par les domaines CH, et CHs, en deca de la région charniere, porte
¢galement le site de glycosylation commun aux IgG, sur un résidu asparagine. Ce site
participe également aux fonctions effectrices de la portion Fc. Ces fonctions comprennent la
phagocytose cellulaire dépendante des anticorps (antibody-dependent cell phagocytosis ou
ADCP); la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (antibody dependent cell
cytotoxicity ou ADCC) ; la cytotoxicité dépendante du complément (complement dependent
cytotoxicity ou CDC), a laquelle viennent s’ajouter deux fonctions dérivées décrites plus
récemment : la cytotoxicité cellulaire dépendante du complément (complement dependent cell
cytotoxicity ou CDCC) et la phagocytose cellulaire dépendante du complément (complement

dependent cell phagocytosis ou CDCP)(Lee et al., 2017).
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Sauf dans le cas des anticorps thérapeutiques purement neutralisants, la liaison aux récepteurs
de la portion Fc est souhaitable et participe au mécanisme d’action. L’administration
d’anticorps thérapeutiques est un moyen de rediriger la réponse immunitaire en activant ces
récepteurs contre une cible impliquée dans la physiopathologie d’une maladie donnée. Ces
fonctions sont portées par des effecteurs, dont les récepteurs a la portion Fc de type y ou

FcyRs, et la protéine C1q du complément.

Les effecteurs moléculaires

Ces récepteurs sont exprimés sur les leucocytes et les plaquettes. Ils sont chargés d’assurer
I’interface entre la cellule et ’anticorps, qu’il soit libre ou li¢ a un antigeéne. Il existe trois
classes de FcyRs, que sont FcyRI, FcyRII et FeyRIII (figure 7). Ces récepteurs sont similaires
par leur structure faite de domaines immunoglobuliniques, mais singuliers par leur profil
d’expression cellulaire, leur affinité pour les différentes sous-classes d’IgG, ainsi qu’en
termes de fonctionnalité et de structure fine.

Chez I’homme, il existe des FcyR activateurs et inhibiteurs. Parmi les FcyR activateurs, se
trouve le FcyRI, ou récepteur de haute affinité, ainsi que des récepteurs de plus faible affinité
que sont le FcyRIIA, le FcyRIIIA et le FcyRIIIB. L’unique FcyR inhibiteur est le FcyRIIB.
Ces récepteurs sont la base de la transduction de signal qui s’opere lorsqu’un anticorps, ayant
li¢ une ou plusieurs cibles, est capturé. Dans le cas du récepteur de haute affinité, méme
I’anticorps monomérique n’ayant pas rencontré son antigéne peut se fixer, « armant » ainsi la
cellule portant le récepteur. La liaison a 1’antigene déclenche alors un pontage entre plusieurs
récepteurs de haute affinité, ce qui provoque la transduction du signal activateur et donc une
cascade de kinases et in fine une activation de la cellule concernée. Dans le cas des récepteurs
de faible affinité, seuls des complexes immuns préformés peuvent se lier et provoquer
I’activation de kinases (dans le cas des motifs activateurs) ou de phosphatases (récepteurs
inhibiteurs), qui sont les intermédiaires de cette cascade. Ces récepteurs ont chacun une
chaine alpha distincte, et se différencient également par la présence ou I’absence de chaines
accessoires. Si les récepteurs activateurs présentent tous un ITAM et favorisent tous une
cascade de phosphorylations ayant pour but 1’activation cellulaire, leur engagement aboutit

néanmoins a des fonctions différentes (Van den Herik-Oudijk et al., 1995).
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FcyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIII

Figure 7

Représentation schématique des principaux FcyR. Tous ces récepteurs lient les IgG a cheval
entre la partie basse de la charniere et le domaine Cy2. Le domaine supplémentaire que
contient FcyRI pourrait étre a l’origine de sa haute affinité pour les IgG monomériques, en
stabilisant I’interaction avec le Fc. Méme si deux isoformes de CD16 existent, seul FcyRIIIA
est représenté, FcyRIIIB ne dispose ni de chaines accessoires « y», ni d’un domaine
transmembranaire, et s’ancre a la membrane par liaison covalente a un
glycosylphosphatidylinositol. FcyRIIC n’est pas représenté non plus, les fonctions de ce

récepteur étant méconnues da ce jour.

Le FcyRI est exprimé sur les cellules de la lignée monocytaire, les cellules dendritiques et les
polynucléaires neutrophiles activés (tableau 2 et Ghirlando et al., 1995; Jefferis et al., 1998;
Ravetch and Bolland, 2001). Il possede une chaine alpha, qui est transmembranaire et
composée de trois domaines immunoglobulines, tandis que les deux chaines accessoires
y contiennent chacune un motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Il se
lie au Fc des IgG avec une affinité importante, avec une préférence pour les IgG1 et les 1gG3
(tableau 3). Il est impliqué dans ’ADCC et nécessite pour étre recruté la présence du N-
glycanne sur le Cy2 de I’immunoglobuline (Lu et al., 2015). Ce récepteur est fortement
impliqué dans I’induction de I'immunité contre 1’antigéne, en facilitant sa présentation via le

complexe majeur d’histocompatibilité de classe I et II (van der Pol and van de Winkel, 1998).
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Le FcyRII est un récepteur de moyenne affinité et posséde deux principales isoformes, que
sont FcyRIIA et FcyRIIB. Ces isoformes se distinguent par la nature du motif
intracytoplasmique de leur chaine alpha. FcyRIIA posseéde en effet une chaine
intracytoplasmique de type activatrice (immunoreceptor tyrosine activation motive ou ITAM)
tandis que FcyRIIB posséde un motif ITIM inhibiteur. Dans le cas ou I’activation de FcyRITIA
est treés faible, il a été décrit que I’hypophosphorylation rendrait ce récepteur inhibiteur,
conférant a son motif intracytoplasmique le role d> « ITAMi » pour ITAM inhibiteur (Ben
Mkaddem et al., 2014). Ce récepteur est exprimé sur toutes les cellules myéloides, y compris
les plaquettes (tableau 2). FcyRIIA est impliqué dans les fonctions de dégranulation
(notamment plaquettaire) et de phagocytose. Il existe un polymorphisme de ce récepteur au
niveau de la position 131, sur laquelle peut se localiser un résidu soit histidine (H131) soit
arginine (R131) (Warmerdam et al., 1990), I’isoforme contenant une arginine ayant une
affinité plus faible, notamment pour les IgG1 et les IgG2 (tableau 3) (Bruhns et al., 2009;
Reilly et al.,, 1994). Ce polymorphisme a un impact en clinique, 1’isoforme R131 étant
associée a un pronostic moins favorable au décours du traitement par cétuximab (Bibeau et
al., 2009; Zhang et al., 2007), par trastuzumab (Tamura et al., 2011), et dans le traitement du
lymphome B diffus par rituximab (Ziakas et al., 2016). Curieusement, dans d’autres
utilisations du rituximab, cet effet du polymorphisme n’est pas retrouvé (Ghesquicres et al.,
2012; Kenkre et al., 2016), ni au décours du traitement de la leucémie lymphoide chronique

par alemtzumab (anti-CD52) (Lin et al., 2005).

FcyRIIB est un récepteur inhibiteur, possédant directement dans sa queue intracytoplasmique
un motif ITIM. Il ne posséde pas de chaine accessoire. Il agit en inhibant ’activation induite
par les motifs ITAM portés par les autres récepteurs (figure 8). Il est exprimé sur les
polynucléaires €osinophiles, neutrophiles et basophiles, sur les cellules dendritiques et les
lymphocytes B, les monocytes et les macrophages (tableau 2). Sur les lymphocytes B, il est
capable d’inhiber la signalisation induite par le récepteur au complément (Karsten et al.,
2012). Possédant des capacités inhibitrices, il est décrit dans plusieurs situations comme un
frein a I’efficacité des anticorps thérapeutiques, ce qui a mené certaines équipes a imaginer
des anticorps anti- FcyRIIB pour restaurer I’efficacité d’anticorps anticancéreux (Roghanian
et al., 2015). 1l est également décrit des situations ou la présence et 1’activation de ce
récepteur participent ou sont nécessaires a 1’efficacité du traitement par anticorps, et plusieurs
auteurs s’accordent sur la nécessit¢ d’étudier au cas par cas 'intérét du maintien de cette

fonction effectrice (Stopforth et al., 2016; White et al., 2014a).
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Figure 8

Mécanismes de signalisation par des motifs ITAM et ITIM. Légende : PIP2,
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; P, phosphate; Y,
tyrosine. (A) Modéle d’inhibition ITIM-dépendant. Le récepteur FcyRIIb contenant un motif
ITIM, et le récepteur FcyRIIIB contenant un ITAM se trouvent pontés par la liaison d’un
complexe immun. L’ITIM phosphorylé suite a cette liaison recrute SHIP et des récepteurs
contenant également des ITIM, SHP-1 et SHP-2. Ces cofacteurs inhibent le signal en
déphosphorylant les récepteurs activateurs et les partenaires moléculaires en aval de la

cascade. D apres Ivashkiv et al.

I1 existe également un FcyRIIC chez I’homme, exprimé chez certains sujets, et dont le role est

méconnu, notamment par absence de modele murin transfecté (Bruhns and Jonsson, 2015).

Le récepteur FcyRIIl, dit de faible affinité, posséde également deux isoformes, FcyRIIIA et
FcyRIIIB. FcyRIIIB est ancré a la membrane par une ancre glycosylphosphatidylinositol et
n’est exprimé que sur les polynucléaires neutrophiles et basophiles (tableau 2 et Ghirlando et

al., 1995; Jefferis et al., 1998). 1l permettrait d’augmenter le recrutement des autres FcyR en
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se comportant comme un point d’ancrage supplémentaire des immuns complexes sur la
membrane (Unkeless et al., 1995), et jouerait un réle dans la phagocytose dépendante des
anticorps (Niwa and Satoh, 2015). Seul FcyRIIIA est transmembranaire et possede
intrinséquement la capacité de transduction de signal, grace a ses chaines accessoires gamma.
Ce récepteur est exprimé sur les macrophages, cellules NK, certains sous-types
lymphocytaires et est impliqué dans I’ADCC et I’activation des cellules NK (Ghirlando et al.,
1995; Jefferis et al., 1998; Lazar et al., 2006). Exprim¢é a la surface des macrophages, il y joue
un role dans I’élimination des complexes immuns circulants (Clarkson et al., 1986). 1l est le
principal FcyR dans ’ADCC, méme si la participation de FcyRI et II a cette fonction a été
¢galement décrite (Clynes et al., 2000; Minard-Colin et al., 2008; Tudor and Bomsel, 2011).
L’ectodomaine de FcyRIIIA peut étre clivé par des métalloprotéases telles qu’ADAM17 apres
activation des cellules NK qui D’expriment (Lajoie et al., 2014). Ce récepteur est
polymorphique sur sa position 158, sur laquelle peut exister une valine ou une phénylalanine.
Le FcyRIIIA V158 est un récepteur de plus haute affinité que le F158, notamment pour les
IgG1, avec des conséquences notamment en termes d’ADCC(Dall’Ozzo et al., 2004). Ce
polymorphisme a un impact sur la réponse clinique dans le traitement du lymphome
folliculaire par rituximab et celui de la leucémie lymphoide chronique (Cartron et al., 2002;
Tout et al., 2017a), ainsi que dans le traitement par cétuximab (Bibeau et al., 2009; Zhang et
al., 2007), trastuzumab (Musolino et al., 2008; Tamura et al., 2011) et infliximab (Louis et al.,
2004).

La protéine Clq constitue la premiére étape du recrutement de la voie classique par le
complément. Clq n’a que peu d’affinité¢ pour le domaine CH; du Fc des IgG monomériques
(Kishore and Reid, 2000). Lorsque C1q se lie simultanément au Fc de plusieurs anticorps, la
protéine subit un changement conformationnel qui active le domaine catalytique Clr, qui va
cliver C4 et C2 pour former une C3-convertase. La voie classique du complément se trouve
activée, aboutissant a la formation du complexe d’attaque membranaire et a la destruction de
la cellule porteuse de I’antigene, phénomene €galement appelé CDC. D’autres auteurs ont
décrit un mécanisme d’opsonisation médié par les récepteurs au complément, et médié par
I’arrimage de C3b activé a la surface de la cellule-cible de 1’anticorps. La liaison de ce C3b
aux récepteurs CR1 (CD35) et CR2 (CD21) a la surface de cellules phagocytaires ou
cytotoxiques entrainerait 1’opsonisation de ces dernieéres ou la dégranulation, provoquant
respectivement de la CDCP ou une CDCC (Lee et al., 2017). Le recrutement de la voie

classique du complément peut constituer un risque d’effets indésirables, et certaines stratégies
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telles que D’aglycosylation ou la mutation ponctuelle de certains résidus peuvent étre

entreprises pour s’affranchir de ces risques (voir chapitre 2).

Enfin, de par les fonctions décrites récemment, le FcRn peut s’envisager comme un effecteur
moléculaire de la réponse aux anticorps thérapeutiques (Baker et al., 2014). Sa participation a

I’élimination des complexes immuns et a la présentation de I’antigéne est détaillée au

paragraphe 4.2.2.
Tableau 2
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FcyRI C I I C
FcyRlla C C C C C C C
FcyRllb +/- +/- C C C C
FcyRllc C C C
FcyRllla C C
FcyRIlIb C +/-

C: expression constitutive
| - expression inductible
+/- - expression dans certaines sous-populations uniguement

Expression des principaux FcyR chez I’Homme. Adapté de Bruhns and Jonsson, 2015.
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Tableau 3

FcyRIIA FcyRINA

FcyRI FcyRIIB FcyRIIIB FcRn
Y Hi3: Ria1 ' Visg Fiss 4

IgG1 6x10" 5x10° 3x10° 1x10° 2x10° 1x10° 2x10° 8x10’

IgG2 - 4x10° 1x10° 2x10* 7x10° 3x10* - 5x10’
IgG3 6x10° 9x10° 9x10° 2x10° 1x10° 8x10° 1x10° 3x10’
IgG4 3x10° 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° - 2x10’

Affinités (Kx en M) des différentes sous-classes d’IgG humaines pour les principaux FeyR
humains. Les variants du FcyRIIA et du FcyRIIIA sont identifiés par le nom et I’emplacement

dans la séquence du résidu polymorphique. Adapté de Bruhns and Jonsson, 2015.
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3.2.3) Concentration-réponse

Relation pharmacocinétique-pharmacodynamie

La PK décrit les lois qui régissent la relation entre une dose, soit une quantité de médicament
administré a un patient donné, et 1’évolution de la concentration plasmatique ou tissulaire en
médicament au cours du temps apres cette administration. Ainsi, pour un patient donné, il
existe une corrélation entre la dose administrée et la concentration plasmatique en un temps
donné. De méme, pour la relation pharmacocinétique-pharmacodynamie ou PK-PD, il existe
une corrélation entre concentration plasmatique (ou tissulaire en fonction des cas) en
médicament et réponse clinique. Ce paramétre s’estime en cherchant a mettre en évidence une
corrélation entre une concentration plasmatique, mesurée en résiduel, soit juste avant
I’administration «n+1 », et une mesure d’efficacité clinique, comme un score clinique
pertinent d’activit¢ de la maladie, ou éventuellement un biomarqueur de celle-ci. Ce
parametre permet aussi de catégoriser les patients en fonction de la qualité de leur réponse au
médicament, et éventuellement de standardiser des critéres de changement de ligne de
traitement lorsque c’est possible. Ainsi, les bons répondeurs peuvent continuer a la méme
dose puisqu’il est mesuré chez eux une bonne réponse, il est possible dans certains cas
d’envisager une augmentation de posologie chez les moyens répondeurs, et les mauvais

répondeurs peuvent étre orientés vers une autre ligne de traitement, lorsqu’elle existe.

La relation concentration-effet n’est pas utilisée systématiquement pour le suivi thérapeutique
de fagon personnalisée. Le suivi thérapeutique est une démarche qui nécessite en effet de
posséder une méthode de dosage fiable et validée, et engendre des colits supplémentaires.
Pour une majorité d’anticorps, la dose est donc calculée sur les parametres estimeés a partir des
essais cliniques, et la réévaluation du traitement se fait uniquement sur des criteres d’activité

de la maladie.

Une corrélation dose-réponse a été mise en évidence dans le cas des tumeurs ORL par
cétuximab (Pointreau et al., 2016). Pour ce méme anticorps, la résiduelle a J14 dans les
cancers colorectaux métastatiques avait une influence sur la survie sans progression
(Azzopardi et al., 2011). Dans la maladie de Rendu-Osler, c’est une relation entre dose
administrée et survenue de complications hémorragiques qui a été révélée, avec pour
perspective une modification du protocole d’administration de [’anticorps dans cette

indication (Azzopardi et al., 2015). La corrélation entre la dose, la concentration et la réponse
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au rituximab a été¢ objectivée dans un modele murin (Daydé et al., 2009). Cette étude a
¢galement montré I’'impact de la masse antigénique sur la relation PK-PD, ce qui a été
confirmé chez ’homme (Tout et al., 2017a), ouvrant la porte a des études prospectives
d’ajustement de la dose sur des parametres de masse tumorale au bilan d’extension. Dans le
cas de I’adalimumab, cette relation concentration-effet a également ét¢ démontrée, ainsi que
I’intérét d’un bolus a I’instauration du traitement lors du traitement d’une polyarthrite
rhumatoide (Ternant et al., 2015). A cause de I’importante variabilité¢ interindividuelle de
cette relation, certains auteurs vont jusqu’a préconiser 1’individualisation des concentrations-
cible et donc I’adaptation posologique personnalisée dans cette indication (Ducourau et al.,

2014).

Comme présenté dans la figure 9, les facteurs de variabilité de la réponse au traitement par
anticorps thérapeutique comprennent le statut inflammatoire, les médicaments associés et le
statut immun a 1’égard du médicament. Ces trois facteurs peuvent étre interdépendants dans
certains cas. Le cas des anti-TNF étant le plus flagrant. Dans les pathologies inflammatoires
chroniques ou ils sont utilisés, la cible est une cytokine proinflammatoire. Les marqueurs
biologiques de I’inflammation tels que la concentration sérique en CRP ou la vitesse de
sédimentation érythrocytaire sont aussi utilisés comme biomarqueurs pour le suivi biologique
de la maladie, I’activité de la maladie et le statut inflammatoire sont donc connectés (Sengul
et al., 2015). Les maladies inflammatoires chroniques sont celles pour lesquelles il est observé
le plus fort taux d’immunisations. Dans ce contexte, il a été décrit que les médicaments anti-
inflammatoires réduisaient le taux d’immunisation a 1’encontre de la maladie (Jani et al.,
2014a; Schaeverbeke et al., 2015). Ces anti-inflammatoires étant utilisés initialement en
monothérapie dans cette indication, leur mode d’action potentiel dans la réduction de
I’immunogénicité des anticorps est double : en limitant I’inflammation, ils peuvent limiter les
réponses immunologiques a 1’encontre du biomédicament d’une part; et d’autre part, ils
limitent 1’abondance de la cible qui est synthétisée dans ce contexte inflammatoire. L’impact
de I’abondance de la cible sur I’immunisation n’est pas démontré a ce jour, mais il a été
formulé I’hypothése qu’une forte quantité d’anticorps thérapeutiques non complexés
engendrerait la tolérogénicité a 1’égard de I’anticorps (Chaigne and Watier, 2015). Cette
théorie est appuyée par la plus grande prévalence d’immunisations parmi les patients
présentant des résiduelles en anticorps thérapeutique trés faibles (Barlow et al., 2016; Detrez
et al., 2016; Mulleman et al., 2010). Enfin, ’hypothése que cette immunogénicité serait li¢e a

la cible elle-méme est nuancée par la forte prévalence d’anticorps anti-rituximab dans les
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pathologies inflammatoires chroniques. Dans ses indications oncologiques, le rituximab induit
une réponse anticorps anti-médicament (anti-drug antibodies ou ADA cf. paragraphe
« Immunogénicité des anticorps thérapeutiques » p. 42) dans moins de 1% des cas
(McLaughlin et al., 1998). Ce taux passe a plus de 18% dans le pemphigus (Schmidt et al.,
2009), et entre 8,6 et 10,6% dans la polyarthrite rhumatoide (Denoel et al., 2015; Thurlings et

al., 2009), ce qui montre bien le lien entre statut inflammatoire et immunogénicité.
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Figure 9

Schéma explicatif de la pharmacocinétique (PK) et relation pharmacocinétique-
pharmacodynamie des anticorps thérapeutiques. La dose administrée par voie parentérale
aboutit a une concentration sérique. La distribution se fait dans les tissus extracellulaires, et
en particulier dans le compartiment malade. La, [’anticorps interagit avec sa cible, les deux
se neutralisant mutuellement. La neutralisation ou la destruction de la cible liée a [’anticorps,
provoque une diminution de [’activité de la maladie, et donc une réponse clinique. La PK des
anticorps thérapeutiques est sujet a variations interindividuelles. Certaines s’ expliquent,
comme les différences de sexe, de surface corporelle, certains polymorphismes moléculaires,

et une partie, la variabilité résiduelle, est inexpliquée.
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Immunogénicité des anticorps thérapeutiques

Dans certains cas, le patient développe une immunité a 1’encontre du médicament.
Apparaissent alors des anticorps-anti-médicament (anti-drug antibodies ou ADA), qui peuvent
étre neutralisants, et donc empécher le médicament de se lier a sa cible. Cette réaction peut
étre la source d’une augmentation de I’élimination du médicament, d’une baisse d’efficacité,
voire de réactions a la perfusion (Ducourau et al., 2011). Néanmoins, tous les anticorps ne
provoquent pas nécessairement une immunisation. Il existe trois grands types de déterminants
impliqués dans I’immunogénicité d’un anticorps. Parmi eux, des facteurs liés a la structure
méme de I’anticorps, des facteurs liés a la pathologie, et des facteurs liés au patient

(Schellekens, 2005).
Les déterminants liés au patient : la pathologie et la génétique.

Si l’'influence de la génétique et en particulier des protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité est réfuté, I’influence de la pathologie est indéniable. En particulier,
I’immunisation est plus fréquente lors du traitement de pathologies inflammatoires
chroniques. Dans ces pathologies, la coadministration de médicaments anti-inflammatoires
limite 1’apparition d’ADA démontrant I’influence de 1’inflammation dans I’'immunogénicité

des anti-TNF-a (Krieckaert et al., 2012).

Les déterminants li€s au protocole d’administration

Parmi les biomédicaments, en plus des anticorps thérapeutiques, se trouve la classe des
vaccins. La principale différence entre ces deux classes thérapeutiques réside dans le fait que
I’immunogénicité est recherchée pour les vaccins. De ce fait, tous les paramétres de
formulation et d’administration sont pensés de fagon a maximiser la réponse et a la rendre
durable dans le temps. Pour les anticorps thérapeutiques, il est donc indispensable de
s’¢loigner le plus possible de parametres qui seraient souhaitables dans le contexte d’une
vaccination. Pour la voie d’administration, les résultats sont discordants. En effet, certains
essais comparant 1’administration intraveineuse vs. sous-cutanée du trastuzumab et du
tocilizumab (anti-IL-6R indiqué dans certaines pathologies inflammatoires chroniques)
(Jackisch et al., 2015; Ogata et al., 2014) mettaient en évidence une apparition d’ADA plus
fréquente pour la premiere voie par rapport a la seconde, tandis que d’autres études ne

trouvaient pas de différence entre ces voies (Iwahashi et al., 2014; Plavina et al., 2016).
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Les schémas posologiques vaccinaux sont souvent construits sur le principe d’une primo-
injection suivie a distance par un ou plusieurs rappels. Pour éviter 'immunisation, il faut a
I’inverse a conserver une concentration suffisante d’anticorps pour induire la tolérance. Dans
les pathologies inflammatoires chroniques ou le taux d’immunisation est important, il est
décrit que les patients ayant des concentrations résiduelles d’anticorps trop faibles
développent plus d’ADA que les autres (Mulleman et al., 2010). Ce concept implique que la
maintenance d’une concentration d’anticorps libre tout au long du traitement préviendrait
I’apparition d’ADA, incitant a ne pas arréter un traitement par anticorps anti-TNF-a dans des
pathologies chroniques sous prétexte d’une amélioration clinique transitoire (Chaigne and

Watier, 2015).

Facteurs liés au médicament

Parmi les sources d’immunogénicité d’un anticorps thérapeutique se trouvent les séquences
qui sont issues d’autres espéces, et qui peuvent donc constituer des xénoantigénes. Ces
séquences sont prépondérantes dans les anticorps murins, et inexistantes chez les anticorps
« fully human ». Les anticorps monoclonaux produits aujourd’hui pour la clinique sont issus
de la technologie d’ADN recombinant, qui a permis de passer d’anticorps murins a des
anticorps chimériques, puis humanisés et enfin humains (Figure 10 et Carter and Presta, 1992;

Kucherlapati et al., 2000; Neuberger and Rabbitts, 1993; Winter, 1987).

chimérique humanisé humain
-Xi- -Zu- -mu-

Figure 10

Représentation schématique des différents degrés d’humanisation des IgG thérapeutiques.
Les domaines ou séquences représentés en orange sont murins. Les domaines ou séquences
représentés en bleu sont humains. De gauche a droite, sont représentés les anticorps murins,
chimériques, humanisés et humains. Dans [’anticorps chimeérique, Les fragments variables
des chaines lourdes et légeres sont d’origine murine. Dans le cas des anticorps humanisés,

seuls les CDR sont murins.
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C’est ainsi qu’en 1992 fut inventé le rituximab, anticorps thérapeutique chimérique toujours
sur le marché et possédant des domaines constants humains (Anderson et al., 2009; Maloney
et al., 1994). Si ces technologies successives ont permis aux détenteurs de leurs brevets de
contourner la protection conférée par les brevets précédents, et d’avancer 1’argument de la
plus grande humanisation pour le marketing, il a ét¢ montré que le degré d’immunisation a
I’encontre de 1’anticorps n’était pas corrélé au degré d’humanisation dés lors que celui-ci
n’¢était plus totalement murin (van Meer et al., 2013). De plus, cet article montre que le taux
d’immunisation chez les primates non humains ne prédisait pas I’immunogénicité chez
I’Homme, ce qui pose une fois de plus la question de la pertinence des modéles animaux pour

la préclinique des anticorps thérapeutiques (Loisel et al., 2007).

Pour la majorité, les anticorps thérapeutiques sont formulés sous forme de solutions-meres
dans des flacons de verre, soit a recomposer avec de 1’eau pour préparations injectables pour
ceux qui sont lyophilisés, soit sous forme liquide a diluer dans les poches de soluté pour
perfusion. Ces solutions répondent aux exigences des solutés injectables et doivent donc étre
apyrogenes, neutres, isotoniques, limpides et stériles. Elles doivent étre stables le plus
longtemps possible, c’est-a-dire conserver une efficacité et une tolérance optimale. Lors de
stockages longs, les anticorps peuvent présenter plusieurs types de modifications parmi
lesquelles : ’oxydation, en particulier sur les résidus méthionines (Alt et al., 2016; Tsuchida
et al., 2016), la photodégradation (Herndndez-Jiménez et al., 2016), qui concourent a la
dénaturation et donc a I’agrégation irréversible. Les excipients présents dans ces formulations
doivent protéger les protéines de ces phénomenes. Plusieurs types d’excipients sont utilisés.
Des systemes-tampon tels que les sels de citrate, de phosphate ou d’histidine, servent a
maintenir un pH neutre. Des surfactants, principalement des polysorbates, augmentent la
stabilité colloidale et limitent I’agrégation. Des agents dispersants protégent de I’agrégation
par action osmotique et peuvent servir de cryoprotectants pour la lyophilisation. Ce sont
principalement des sucres comme le mannitol, le tréhalose, ou le saccharose, méme si des sels
de glycine ou du chlorure de sodium sont employés €galement. Les impuretés peuvent
provoquer des réactions dans le cas ou elles seraient injectées, mais pour prendre 1’exemple
du CHRU de Tours, toutes les solutions d’anticorps sont filtrées a 0.2um pendant
I’administration au moment du passage dans la tubulure. Les impuretés sont également des
supports pour le développement d’agrégats. Il existe deux types d’agrégats, qui différent dans
leur structure comme dans les conséquences potentielles & I’administration. Les oligomeres

sont de petits agrégats réversibles. Leur formation répond a une loi d’action de masse, ce qui
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justifie I'utilisation d’excipients pour déplacer ’équilibre (Westermaier et al., 2013). Ces
agrégats ne persistent pas aprés administration lorsqu’ils sont composés de protéines non
dénaturées, mais leur présence doit étre limitée parce qu’ils sont a la base de la formation de
la seconde catégorie d’agrégats : les agrégats irréversibles (Bria et al., 2015). Ces derniers
sont formés par nucléation soit autour d’une impureté (solide, particule de verre du flacon ou
fibre) ou d’agrégats oligomériques. Leur apparition peut étre facilitée par différents stress,
qu’ils soient mécaniques ou physiques, ainsi que par une dénaturation méme partielle d’un ou
plusieurs domaines de 1’anticorps (Brader et al., 2015; Hernandez-Jiménez et al., 2016;
Kameoka et al., 2007). La déglycosylation ainsi que la bioconjugaison ont également été
identifiées comme des pourvoyeurs potentiels d’agrégation, laissant présager des
problématiques de stabilité physicochimiques supplémentaires pour les anticorps déglycosylés

et les ADCs (Beckley et al., 2013; Kayser et al., 2011).

Le phénoméne d’agrégation est auto-amplifié, les agrégats de taille suffisante (de 1’ordre du
micromeétre) servant de noyau a leur tour (Bria et al., 2015). L’implication de ces gros
agrégats dans I’immunogénicité est démontrée (Ahmadi et al., 2015; Kijanka et al., 2016).
Limiter I’immunogénicité d’une solution d’anticorps nécessite donc de contenir la formation
d’agrégats réversibles. Il est généralement admis qu’une solution thérapeutique doit tendre
vers 1’absence de dimeres détectables, et que leur proportion ne doit pas dépasser les 5% en
masse (Obrezanova et al., 2015). Si les excipients permettent de déplacer 1’équilibre

thermodynamique, ils n’agissent pas a la source du probléme.

L’agrégation d’un anticorps thérapeutique est en partie conditionnée par sa séquence
protéique, qui est immuable. La présence de certaines séquences pro-agrégantes et d’autres,
anti-agrégantes, a un impact sur la formation d’oligoméres (Chennamsetty et al., 2009;
Obrezanova et al., 2015; X. Wang et al., 2009). Ces motifs comportent souvent des épitopes
T, ce qui les rend de plus immunogenes per se (Kumar et al., 2012). A I’inverse, le Fc des
anticorps humains comporte des « Regitopes T » qui sont des séquences peptidiques
favorisant 1’activation de cellules dendritiques FoxP3+ et donc la tolérance ainsi qu’un profil
anti-inflammatoire (Kwekkeboom, 2012). Enfin, les polymorphismes des FcyR se retrouvent
également parmi les facteurs de variabilité interindividuelle de la relation concentration-

réponse (cf. chapitre 3.2.2).
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3.2.4) Dosage et suivi thérapeutique pharmacologique

A dose égale, il existe une grande variabilit¢ de concentrations plasmatiques résiduelles en
anticorps (Gatault et al., 2015; Mould and Green, 2010). D’ou la nécessité de comprendre la
cinétique de I’anticorps, c’est-a-dire le devenir de la dose administrée au sein de 1’organisme.
Quelle partie de cette dose parvient effectivement sur le site d’action escompté? Quels sont
les parametres de la maladie, du patient, de la pathologie a prendre en compte pour ajuster la
dose ? Toutes ces questions ne sont pas du ressort du mécanisme d’action et donc de sa

pharmacodynamie, mais touchent a la pharmacocinétique.

4) Pharmacocinéetique des anticorps thérapeutiques

4.1) Définitions

La pharmacocinétique (PK) caractérise 1’administration ainsi que le devenir du médicament
aprés son administration chez I’animal ou au patient. Un ensemble de paramétres chiffrés, tels
que le volume de distribution, la biodisponibilité, ainsi que des constantes d’échange entre
différents compartiments et d’¢limination de ces différents compartiments, permettent de
chiffrer ce devenir. La PK se décompose traditionnellement en quatre phases, bien séparées
pour les petites molécules issues de la chimie. Ce découpage entre les phases
d’administration, distribution, métabolisation et élimination est moins pertinent pour les
anticorps thérapeutiques. Pour cette classe de médicaments, un autre schéma s’impose
(figure 9). A une dose administrée va correspondre, pour un individu et 2 un moment donné
une concentration plasmatique. Dans le cas ou le site d’action du médicament est différent du
compartiment plasmatique, il va y avoir une étape d’échange entre ce dernier et le
compartiment-cible du médicament. Sur ce lieu vont s’opérer des phénomenes d’inhibition
réciproque entre le médicament et sa cible, ainsi que des interactions avec les différents
effecteurs de la réponse immunitaire éventuellement recrutés par [’anticorps. Enfin,
I’inhibition et/ou la destruction de la cible vont avoir un effet sur 1’activité de la maladie, ce

qui doit provoquer une réponse clinique (Ternant and Paintaud, 2005).

L’absorption est la phase d’entrée du médicament dans 1’organisme. Le parameétre-clé chiffré
de cette phase s’appelle la biodisponibilité (f), qui caractérise la quantité de médicament qui

se retrouve dans la circulation générale. La biodisponibilité est une fraction de la dose
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administrée. Par exemple, pour f = 0.5, 50% de la dose atteint la circulation générale. Les
anticorps sont des protéines gastrosensibles. De ce fait, les formulations d’anticorps sur le
marché a ce jour sont prévues pour un usage parentéral (en regroupant sous ce terme les
administrations intra ophtalmiques). L’administration se fait en général par voie
intraveineuse, qu’il s’agisse de bolus ou de perfusion lente. Dans ce cas, la biodisponibilité
vaut 1 et il n’y a pas de déterminants moléculaires pouvant avoir une influence sur ce chiffre.
De plus en plus, avec I’avénement de [I’hospitalisation a domicile, des formulations
d’anticorps concentrés voient le jour, avec pour but I’auto-administration. Ces formulations
d’administrent par voie sous-cutanée profonde, nécessitent de fortes concentrations pour
administrer de petits volumes. Au-dela d’un volume d’injection de 3mL, la contre-pression
tissulaire devient trop importante, engendrant des douleurs a 1I’administration. Une solution a
ce probléme consiste en 1’utilisation de hyaluronidases comme la rHuPH20, permettant de
dégrader les acides hyaluroniques des tissus conjonctifs, diminuant la contre-pression au sein
des tissus et augmentant le volume potentiellement administrable (Bookbinder et al., 2006).
Cette enzyme permet d’administrer le rituximab par voie sous-cutanée en atteignant une
biodisponibilité de 0,65 (Salar et al., 2014). Pour d’autres voies d’administration, notamment
intra-ophtalmiques ou pulmonaires, le passage sanguin n’est pas souhaitable. Le traitement
d’une tumeur pulmonaire pourrait bénéficier de I'utilisation d’anti-EGFR, et I’administration
locale pourrait permettre d’éviter leurs effets indésirables systémiques. La biodisponibilité du
cétuximab par voie inhalée a été étudiée chez le macaque, et est de 3.10* (Guilleminault et
al., 2014). En effet, les anticorps ne diffusent pas a travers 1’épithélium respiratoire, malgré
I’expression par celui-ci du FcRn qui est le principal déterminant moléculaire de la

biodistribution et du transfert maternofcetal des IgG (Roopenian et al., 2003).
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4.2) Déterminants de la pharmacocinétique des anticorps
thérapeutiques

La pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques présente d’importantes variations
interindividuelles. Pour un patient donné, a une dose administrée a un moment donné va
correspondre une concentration sérique et a une décroissance de celle-ci dans le temps, une
« clairance » plasmatique, responsable de la demi-vie de I’anticorps. Ainsi, le premier facteur
responsable des différences de pharmacocinétique va étre la dose. Les anticorps
thérapeutiques s’administrent pour la plupart en milieu hospitalier et sous contréle médical. Il
est donc volontiers recherché un protocole d’administration avec des doses les plus espacées
possibles. Les anticorps endogénes de type IgG1 possedent une demi-vie longue, de 21 jours
en moyenne, qui permet lorsque cette classe est utilisée comme base pour un anticorps
thérapeutique d’effectuer une administration tous les deux a trois semaines. Les principaux
facteurs de variabilité de la pharmacocinétique des anticorps sont liés a la fois a la
physiopathologie du patient (age, sexe, surface corporelle), a la pathologie (masse
antigénique, statut inflammatoire, statut immun), au médicament administré (caractéristiques
physicochimiques, stabilité colloidale), aux médicaments coadministrés, et aux mécanismes
de biodistribution et de clairance de I’anticorps. Ceux-ci comportent le FcRn, ainsi que
d’autres mécanismes spécifiques et non spécifiques (Wang et al., 2008).

Dans cette partie, nous détaillerons le role du FcRn comme déterminant moléculaire majeur
de la pharmacocinétique des anticorps, en particulier de leur distribution, puis nous

exposerons les mécanismes de clairance et les facteurs de variabilité de cette PK.

4.2.1) Distribution de la circulation générale aux tissus

C’est la phase de répartition du médicament entre les différents compartiments. Les
constantes chiffrées caractérisant cette phase sont notamment le volume de distribution, qui
est le volume théorique dans lequel se répartit la dose du médicament pour expliquer la

concentration initiale. Pour une administration parentérale, cela s’écrit :

Avec Vd le volume de distribution, D la dose administrée et Cy la concentration initiale. Pour
les anticorps thérapeutiques, la diffusion se fait principalement dans le sang et la lymphe,
entrainant des volumes de diffusion restreints, de I’ordre de 3 a 5 litres.
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D’un point de vue tissulaire, I’exposition d’un tissu a I’anticorps dépend de plusieurs facteurs
dont la surface d’échange, le taux de vascularisation et sa perméabilité capillaire. Ainsi, il a
pu étre estimé que la répartition d’un anticorps, en I’absence de cible, se faisait comme suit :
poumon, 15% de la dose, coeur 10%, rein 14%, muscle 4% ; peau 16% ; intestin gréle 5%,
gros intestin 5%, rate 13%, foie 12%, os 7%, estomac 5%, ganglions lymphatiques 6%, tissu
adipeux 5%, cerveau 0,4%, pancréas 6%, gonades 6%, thymus 7% et thyroide 68% (Shah and
Betts, 2013). Ce dernier chiffre peut paraitre anormal, et est probablement artéfactuel. En
effet, ce travail méta-analytique a été effectué sur une série d’études murines, simiennes et
humaines menées pour la plupart a 1’aide d’anticorps radiomarqués par des isotopes d’iode, et
la radioactivité accumulée dans la thyroide peut provenir de métabolites iodés captés

préférentiellement par cet organe.

En dehors d’immunoglobulines polyclonales qui ne rentrent pas dans la catégorie des
anticorps recombinants, les anticorps administrés ont une cible antigénique, qu’elle soit
soluble ou membranaire, voire les deux, qui modifie les paramétres de distribution. La
distribution est donc en partie conditionnée par 1’abondance et 1’accessibilité¢ de la cible.
Certaines cibles sinon une majorité se trouvent dans le compartiment interstitiel, et I’anticorps
doit pour accéder quitter le compartiment vasculaire d’ou il provient. Ce transport est un

mécanisme actif sous-tendu par le FcRn.

4.2.2) Le Récepteur néonatal au Fc des IeG

Ce récepteur, apparenté au complexe majeur d’histocompatibilité de classe I, se compose
d’une chaine alpha comportant trois domaines et de la béta-2-microglobuline (figure 11). Mis
en ¢évidence par 1’équipe de Simister (Simister, 2003; Simister and Mostov, 1989), son
existence avait €té pressentie par Brambell (Brambell et al., 1964), qui avait postulé
I’existence d’un unique récepteur responsable des phénoménes d’immunisation passive de
rats nouveau-nés et de la sensibilisation anaphylactique passive chez le cochon d’inde. Il avait
toutefois mis a part I’albumine, dont il avait supposé que le métabolisme était totalement
indépendant de celui des gammaglobulines. Cette derniére constitue pourtant un ligand
naturel du FcRn, qu’elle partage avec les IgG (Chaudhury et al., 2006, 2003). Elle possede un
site distinct de fixation sur le FcRn, qu’elle utilise également comme récepteur de recyclage,

ce qui lui confére une durée de vie allongée.
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Figure 11

Structure schématique du FcRn. Gauche : schéma de [’association a pH acide d’une IgG
(vert) et du FcRn. L’IgG est positionnée avec ses Fab contraints contre la membrane de la
vacuole. Droite : structure déduite de la cocristallisation du FcRn avec un Fc d’IgG
(structure PDB n°4NOU) Le Fc (vert) est en contact a la fois avec la chaine alpha du FcRn

(rouge) et avec la béta-2-microglobuline (bleu,).

Le FcRn responsable a la fois du transfert transplacentaire des IgG (donc de I’immunité
passive du feetus) et de la longue demi-vie des IgG chez I’ Homme (Roopenian et al., 2003). 11
est exprimé de fagon trés vaste, dans D’endothélium vasculaire, les entérocytes, le
syncytiotrophoblaste, les macrophages interstitiels, alvéolaires, spléniques et les cellules de
Kiippfer (Latvala et al., 2017). Dans les capillaires, il existe une macropinocytose
physiologique perpétuelle, qui provoque I’internalisation de molécules plasmatiques dont les
IgG et I’albumine. Ces deux molécules représentent le principal contingent protéique du
plasma, et donc également de la pression oncotique plasmatique. Leur syntheése continuelle,
respectivement par les plasmocytes et le foie représenteraient une dépense énergétique
astronomique si ces protéines étaient catabolisées suite a la pinocytose endothéliale. Apres
internalisation des vésicules de macropinocytose, celles-ci se différencient en endosomes
précoces, provoquant une acidification progressive de leur contenu. Arrivés a pH6, plusieurs
résidus et notamment des histidines a la fois sur ’anticorps et le domaine a3 du récepteur
subissent une protonation qui permet la liaison des immunoglobulines (ainsi que de

I’albumine) au FcRn (figures 11, 12). La queue intracytoplasmique du FcRn contient a la fois
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des motifs d’endocytose clathrine-dépendante, responsables de I’internalisation du FcRn, mais
aussi une séquence qui les oriente vers les endosomes de recyclage plutdét que vers les
endosomes tardifs (Mahmoud et al., 2017; Newton et al., 2005). Les anticorps monomériques
ainsi liés peuvent alors : soit retourner a la membrane d’ou ils sont issus, soit suivre des voies
de transcytose et changer de compartiment (figures 12, 13). Ce routage intracellulaire est
encore incomplétement connu, méme si plusieurs acteurs ont déja été identifiés. Par exemple,
la protéine LEPROT est impliquée dans le recyclage a la membrane, qu’elle soit apicale ou
basolatérale. Les composants du complexe exocyste EXOC2 et 7 sont eux impliqués dans les

voies de transcytose. Enfin, PARDBG6 est spécialisé dans le trafic apical (Nelms et al., 2017).
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Figure 12

Fonctionnement du recyclage FcRn-dépendant. L anticorps subit la pinocytose physiologique
(1). Dans [’endosome (2), I’acidification provoque la liaison au FcRn. Les protéines non liées
au FcRn sont dégradées dans les lysosomes (3). Les anticorps ayant lié le FcRn suivent

d’autres voies (4) les ramenant a la membrane ou le pH neutre permet leur relargage (5).
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Figure 13

Schéma de voies de routage empruntées par les anticorps ayant lié le FcRn. En fonction de la
face cellulaire ou se fait l'internalisation, les voies de routage sont sous la dépendance
d’acteurs moléculaires parfois distincts et parfois communs. Par exemple, la transcytose est
sous la dépendance de plusieurs molécules du complexe exocyste (EXOC2, et 7). Adapté de
Nelms et al. 2017.

Le FcRn est responsable de la longue demi-vie des anticorps de classe IgG chez I’Homme.
Cette demi-vie allongée permet d’espacer les injections en maintenant une efficacité
thérapeutique. Ceci a été démontré chez 1’animal pour la premiere fois en 2010 (Zalevsky et
al., 2010). Parmi les anticorps thérapeutiques possédant un Fc, le rituximab (IgG1) possede
une demi-vie de I’ordre de 20j. Cette demi-vie est de 7,5j pour le panitumumab (IgG2 anti-
EGFR indiqué dans certains cancers colorectaux métastatiques) et 26j pour le pembrolizumab
(IgG4 anti-PD-1 indiqué dans le mélanome avancé ou métastatique) (Breedveld et al., 2007;
“Keytruda, INN-pembrolizumab” EMEA, “Vectibix, INN-panitumumab” EMEA). Le gain de
demi-vie apporté par ce fragment est important comparativement aux fragments d’anticorps
dénués de Fc. Ainsi, les scFv possédent une demi-vie de I’ordre de 1’heure, et les Fab tels que
I’abciximab également (Chen et al., 2012; Hutt et al., 2012; Usta et al., 2016). Il existe
certaines alternatives a la liaison au FcRn pour contourner ce probléme de courte demi-vie.
Ainsi, le certolizumab, qui est un Fab anti-TNF-a a été pégylé, ce qui lui confére une demi-
vie plasmatique de 15j, sensiblement proche de celle d’une IgG compléete (Duggan and Keam,
2009). A T’instar des anticorps nus, les ADC utilisent le recyclage FcRn-dépendant. Certains

auteurs pensent que la liaison a ce récepteur pourrait étre pourvoyeuse d’effets indésirables(de
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Goeij and Lambert, 2016), pourtant il a été montré que ce mécanisme est nécessaire et méme
indispensable pour éviter une partie de la toxicité de ces médicaments (Hamblett et al., 2016).
Toutefois, pour cette classe d’anticorps, d’autres mécanismes de clairance sont en jeu, et leur
demi-vie plasmatique reste faible : elle est comprise entre 4 et 6 jours pour le brentuximab
védotine (anti-CD30 indiqué dans certains types de lymphomes CD30+) et de 1’ordre de 5j
pour le trastuzumab emtansine (“Kadcyla, INN-trastuzumab emtansine” EMEA; Younes et

al., 2010).

Si le FcRn permet le recyclage et la transcytose des IgG monovalentes, il est également
impliqué, et serait méme indispensable dans la cross-présentation de 1’antigene par les cellules
dendritiques et I’élimination des complexes immuns (Baker et al., 2011). En présentant
plusieurs portions Fc (s’il est multivalent), le complexe immun effectue un pontage de
plusieurs molécules de FcRn, ce qui provoque une prise en charge différente de celle des
anticorps monomeériques et aboutit a la voie lysosomiale puis a la présentation d’antigéne, ce
qui augmente la capacité a induire une réponse T efficace, méme en présence de faibles
concentrations de complexes immuns (Baker et al., 2011). Ainsi, le FcRn aurait un role de
facilitateur ou « booster » de la réaction humorale. Pour les complexes immuns n’impliquant
qu’un seul anticorps, il est généralement admis qu’ils sont recyclés au méme titre que les
anticorps libres, participant potentiellement a une augmentation artificielle de la demi-vie de
la cible antigénique (Igawa et al., 2013; Qiao et al., 2008). Cette différence de prise en charge
en fonction de la valence et donc de 1’avidité Fc-dépendante a été démontrée dans un modele
d’infection murine a Klebsielles, en utilisant un anticorps poly-Fc. Les anticorps présentant
trois Fc étaient plus protecteurs, montraient une meilleure activité d’opsonisation et étaient
plus rapidement éliminés de la circulation par un mécanisme FcRn-dépendant, créant un effet
de siphon antigénique (Wang et al., 2017). Une autre solution a montré son efficacité pour
augmenter la clairance antigénique. Il s’agit d’une technologie, appelée « sweeping
antibodies », et qui consiste a générer un paratope contenant des résidus chargés de sorte a
obtenir une fixation de 1’antigéne pH-dépendante. Ainsi, lors de I’acidification endosomale,
I’antigéne est relargué dans la vésicule qui va murir en endosome tardif et provoquer la
dégradation de I’antigeéne, alors que l’anticorps sera recyclé grace au FcRn (Igawa et al.,
2016, 2013). Si P’affinité de ce récepteur pour ses ligands est un parameétre important, certains
auteurs se sont interrogés sur I’existence de polymorphismes qui pourraient altérer ou

modifier son expression.
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Chez I’homme, la variation du nombre de copies du géne FCGRT codant pour le FcRn est
rare, la plupart des sujets présentent deux copies du géne (Passot et al., 2013). Dans cette
¢étude, la présence d’une copie supplémentaire n’a pas été associée a des différences en termes
de PK pour le cétuximab. Ce récepteur présente également des polymorphismes, tels que des
différences de nombre de répétitions de séquences en tandem (variable number tandem repeat
ou VNTR). Le statut VNTR3/3 homozygote a été associ¢ a une plus faible vitesse de
biodistribution du cétuximab, sans différences sur son élimination. Une étude similaire menée
sur les anti-TNF-a a également montré une absence d’influence du polymorphisme VNTR sur
la réponse clinique (Montes et al., 2015). Ce polymorphisme a ¢galement été associé avec une
meilleure exposition a Dinfliximab dans le traitement des pathologies intestinales
inflammatoires chroniques (Billiet et al., 2016) ainsi qu’a une meilleure efficience du
traitement par les immunoglobulines intraveineuses dans les déficits immunitaires communs

variables (Gouilleux-Gruart et al., 2013).

Enfin, le FcRn a été décrit comme une potentielle cible thérapeutique. L’utilisation des
immunoglobulines polyvalentes pour augmenter le catabolisme d’autoanticorps ou
d’alloanticorps pathogénes reste le principal exemple de cette utilisation (Hansen and
Balthasar, 2002; Li et al., 2011, 2005). Il a également ét¢ décrit la possibilité d’utiliser des
anticorps anti-FcRn pour augmenter le catabolisme, et méme si a ce jour aucun anticorps n’a
vu le jour sur le marché dans cette indication, I’ARGX-113, un anticorps de type single-chain
fragment variable est en phase d’essai clinique dans les myasthénies et thrombocytopénies
auto-immunes (Getman and Balthasar, 2005; Li et al., 2011; Nixon et al., 2015). Enfin, le
ciblage du FcRn pourrait avoir un intérét dans des intoxications médicamenteuses, par
inhibition du transport biliaire et du recyclage de 1’albumine, ce qui favoriserait 1’élimination
du N-acétylparabenzoquinone imine, métabolite hépatotoxique du paracétamol qui possede
une importante fraction liée (Ward and Ober, 2017). De tels anticorps anti-FcRn doivent étre
dirigés contre un épitope différent de ceux développés pour les pathologies a auto ou allo-

anticorps, puisque I’albumine se lie sur un site distinct (Oganesyan et al., 2014).
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4.2.3) Ingénierie moléculaire et modulation de la PK FcRn-dépendante

L’ingénierie moléculaire permet a la fois de moduler les caractéristiques physicochimiques de
I’anticorps ainsi que sa capacité a recruter des effecteurs, et de les adapter a 1’effet désiré.
Toute mutation comporte néanmoins des risques, notamment en termes de fonctionnalité.
Certains auteurs ont décrit des conséquences sur des fonctions portées par des interfaces a
distance du site muté, et qui sont donc par essence imprévisibles. Par exemple, dans le cas du
motavizumab (un anti-virus respiratoire syncytial en phase 3), des mutations au niveau du site
d’interaction avec le FcRn diminuent la capacité de 1’anticorps a recruter les FcyRI, IIA, 1IB,
IIIA, ainsi que le C1q alors que les sites de liaison a ces différents effecteurs se trouvent dans
le début du domaine Cy2 et la charniére (Grevys et al., 2015). De méme, notre équipe a
montré que les polymorphismes responsables des différents allotypes, portés par les résidus
dans le Cyl et dans le Cy3, a distance du site d’interaction avec le FcRn, modifiaient la
capacité de I’anticorps a se lier au FcRn, et sa PK (Ternant et al., 2016). Les patients
d’allotype GIm(17;1) présentaient une demi-vie plus courte de I’infliximab, anticorps
d’allotype G1m(17;1), que les patients d’allotype G1m(3;-1) dont les anticorps endogénes
déplagaient moins bien I’infliximab lors de la compétition pour la liaison au FcRn.

Enfin, certains avancent I’implication de résidus des paratopes dans 1’affinité au FcRn
(Schoch et al., 2015). Dans ce travail, les auteurs s’appuient sur la proximité de la séquence
des Fc du briakinumab (anti-IL12 en phase 3 pour la maladie de Cohn et le psoriasis) qui
posséde une demi-vie terminale de 8-9jours, contre 22 pour ['ustékinumab (anti-IL12
concurrent du briakinumab), dont les paratopes présentent des différences en termes de

répartition des résidus chargés.

4.2.4) Clairance des anticorps thérapeutiques

La clairance traduit la cinétique de disparition du médicament au sein d’un certain volume,
par unité de temps (ex. mL.min"). Elle peut aussi bien exprimer la disparition d’un
compartiment a la faveur d’un autre (clairance de distribution), que la disparition du
médicament de [’organisme (clairance d’élimination). Cette clairance fait intervenir
différentes composantes, mécanismes d’¢limination pour certains spécifiques, comme

I’élimination médiée par des récepteurs, et d’autres non.
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Clairance FcRn-dépendante

La saturabilit¢ de la liaison au FcRn provoque une compétition au sein du compartiment
endo-lysosomal. Les anticorps les plus affins sont recyclés, et les anticorps naturellement
moins affins comme par exemple les anticorps dont les méthionines ont été oxydées seront
plus dégradés (Bertolotti-Ciarlet et al., 2009). C’est également la saturabilité de ce mécanisme
qui conduit a utiliser des immunoglobulines polyvalentes dans certaines pathologies auto-
immunes ou un anticorps pathologique est impliqué dans la physiopathologie, comme c’est le
cas pour la pemphigoide bulleuse (Schwab and Nimmerjahn, 2013). Dans ce cas, les
immunoglobulines intraveineuses provoquent une augmentation de la concentration sérique
totale en IgG, augmentant la compétition pour le recyclage FcRn-dépendant a I’intérieur des

endosomes, ce qui augmente la clairance de I’auto-anticorps.

L’implication du FcRn dans les phénomeénes de présentation de I’antigéne a un impact sur la
clairance des complexes immuns, mais aussi par extension de tout complexe présentant
plusieurs Fc (Baker et al., 2013a). Ainsi, les agrégats d’anticorps présentent plusieurs Fc et
donc se comportent comme des complexes immuns, en présentant une avidité semblable pour
les récepteurs au Fc et notamment le FcRn. Il en résulte une augmentation artificielle de la
liaison au FcRn (Bajardi-Taccioli et al., 2015), pouvant provoquer une plus importante
présentation de peptides reconnus comme « non-soi » potentiellement contenus dans la

séquence de I’anticorps (Rosenberg, 2006).
Clairance FcRn-indépendante

La clairance dépendante de la cible

La complexation de 1’anticorps avec sa cible représente a la fois le mécanisme d’action du
médicament et un mécanisme d’élimination de ce dernier. La cible est un antigéne présent
dans une certaine quantité, et est donc saturable. Pour de faibles concentrations d’anticorps, la
cible n’est pas saturée et I’anticorps se lie donc intégralement et rapidement. Sa clairance
plasmatique est donc tres élevée tant que la totalité de la masse antigénique accessible n’est
pas saturée. Dés lors que 1’anticorps se trouve en exces suffisant, la clairance chute et la demi-
vie augmente de nouveau proportionnellement a la dose. Ce phénoméne de
pharmacocinétique non-linéaire liée a la cible est connu sous le nom d’¢limination du
médicament médiée par la cible, ou target-mediated drug disposition (TMDD). Toutefois, les

effets de la TMDD sur la pharmacocinétique ne s’observent pas systématiquement. Il se
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produirait dans environ la moiti¢ des anticorps, et serait plus fréquent dans le cas d’antigéne
membranaire (Liu, 2017). Dans certains cas, cette clairance s’effectue du compartiment
plasmatique vers un autre compartiment, de facon unidirectionnelle. Cette TMDD porte le
nom d’effet siphon ou « sink effect », comme c’est le cas avec le rituximab dans la leucémie
lymphoide chronique (Tout et al., 2017b). Dans le cas du traitement de lymphomes malins
non-hodgkiniens par ce méme anticorps, il est observé une TMDD dépendante du volume
tumoral, avec modification du volume de distribution sans altération de la clairance, ce qui
traduit une séquestration temporaire de I’anticorps dans un compartiment qui le restitue
progressivement, ce qui a été appelé de fagon officieuse un effet éponge ou « sponge effect »

(Tout et al., 2017a).

Clairance médiée par les ADA

La présence d’ADA a plusieurs effets sur le traitement par anticorps thérapeutique. Lorsqu’ils
sont neutralisants, ils peuvent diminuer 1’efficacit¢ du médicament, et donc avoir un impact
sur la relation concentration-réponse (figure 9). Mais en complexant [’anticorps, ils
augmentent également sa clairance, et il a été décrit que I’apparition d’ADA était associée a
une clairance d’élimination augmentée de I’anticorps thérapeutique (Ducourau et al., 2011;
Lecluse et al., 2010). L’effet des ADA sur la PK est assez similaire a celui de la TMDD. En
effet, les ADA, a I’instar de la masse antigénique, constituent un « pool » d’une taille donnée,
donc saturable, et qui ont un effet important sur la clairance lors de 1’administration de trop

faibles concentrations d’anticorps (Liu, 2017).

Récepteurs de glycannes

Parmi les autres facteurs d’élimination, certains motifs de glycosylation, sur 1’Asn297 du
domaine Cy2. Par exemple, les formes agalactosylées favorisent la prise en charge par le
récepteur au mannose des macrophages (Macrophage Mannose Receptor ou MMR) et donc
I’internalisation par les macrophages porteurs du récepteur de I’anticorps, qu’il soit 1ié¢ ou non.
Ce phénomeéne serait aussi a I’origine de la toxicité des ADC porteurs de la sous-unité B de la
ricine, reconnue par le MMR (Gorovits and Krinos-Fiorotti, 2013). Le profil de glycosylation
participe aussi a la clairance de ’anticorps par son action sur le taux d’agrégation de
I’anticorps. La quantité d’agrégats présente dans les solutions d’anticorps présentant plus de
formes agalactosylées (Arnold et al., 2007) ou déglycosylées (Kayser et al., 2011; Zheng et
al., 2011).
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Elimination non-spécifique

Le point isoélectrique de 1’anticorps joue aussi un rdle dans la demi-vie. Ce point correspond
au pH auquel la charge de I’anticorps est nulle. De fagon générale, plus cette valeur est élevée,
plus P’anticorps sera chargé positivement a pH neutre et plus il adhérera aux membranes
cellulaires (anioniques), augmentant son ¢limination non-spécifique. Toutefois, le pI n’est pas
prédictif de la demi-vie, sauf dans le cas d’'une méme spécificité antigénique. Au-dela de la
charge nette globale, la répartition de ces charges (soit diffuse, soit en ilots) pourrait avoir un

impact sur la demi-vie (Schoch et al., 2015).

Spécificités du métabolisme des ADCs

Pour les ADCs, le métabolisme est plus complexe. Deux parameétres, que sont le clivage du
linker et celui de la partie relarguée lors de ce clivage, s’ajoutent au métabolisme de
I’anticorps. En effet, le mécanisme d’action d’'un ADC s’appuie sur le relargage d’une
molécule, le plus souvent cytotoxique, sous 1’action d’une enzyme (figure 14). En fonction de
la structure du linker, cette enzyme peut étre extracellulaire ou intracellulaire (souvent une
enzyme lysosomale dans ce cas). Cette structure ne garantit toutefois pas une spécificité
absolue, et pour le linker valine-citrulline qui est la gachette la plus couramment employée et
qui est destinée a étre clivée par la cathepsine G intralysosomiale, il a été démontré qu’elle
pouvait étre clivée par 1’¢élastase extracellulaire, ce qui pourrait participer a la toxicité
hématologique du brentuximab-vedotin (Zhao et al., 2017). Le plus souvent, la molécule
couplée sur un ADC est de nature chimique et peut donc subir une métabolisation par les
cytochromes, comme c’est le cas des auristatines ou des maytansinoides (Davis et al., 2012;
Han et al., 2013). Dans le cas des immunotoxines, la molécule est de nature protéique et n’est

pas sujette au métabolisme cytochrome-dépendant.

Enfin, la spécificité de I’anticorps pour sa cible, caractéristique vantée de cette classe de
médicaments, n’est pas absolue. Un anticorps peut présenter une réactivité croisée a d’autres
antigénes de I’hote chez lequel il est administré, entrainant le risque de toxicité « off-target »

(Notkins, 2004).
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Figure 14

Représentation schématique du mécanisme d’action principal d’'un ADC. L anticorps présent
dans le milieu interstitiel (1) se lie a sa cible (2). Idéalement, cette liaison provoque une
internalisation du couple ADC-cible (3), et une progression dans la voie endolysosomale.
Sous [’action d’enzymes lysosomales, le linker accrochant l’agent cytotoxique (étoiles) a
[’anticorps est dégrade et ’agent cytotoxique diffuse vers le cytoplasme (4) ou il va exercer sa

toxicité pour provoquer la mort cellulaire (5). Adapté de (Shefet-Carasso and Benhar, 2015).
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Facteurs de variabilité de la PK liés au patient

La variabilit¢ de pharmacocinétique des anticorps s’explique principalement par le poids.
Celui-ci aurait une influence différente sur la PK en fonction de 1’anticorps considéré (Bai et
al., 2012). Pour I’éculizumab, nous avons montré que 1’ajustement posologique en fonction de
la masse corporelle permettrait a la fois d’éviter de potentiels sur- et sous-dosages, et de
réaliser des économies sur le cotlit de ce traitement des plus onéreux (Gatault et al., 2015).
Ceci s’observe méme dans des populations pédiatriques au cours du traitement par un ADC
(Flerlage et al., 2016). Certaines études mettent en évidence une influence du sexe sur la
variabilité interindividuelle, ce paramétre n’est pas suffisamment important pour étre pris en

compte dans la détermination de la posologie (Jonsson et al., 2016).

4.3) Pourquoi et comment augmenter la demi-vie de I’anticorps ?

La plupart des anticorps thérapeutiques s’utilisent sur un mode chronique, a I’exception de
quelques-uns comme le palivizumab, dirigé contre le virus respiratoire syncytial et utilisé en
traitement de bronchiolites chez des enfants a risque. L’administration se faisant
majoritairement par voie intraveineuse, elle nécessite une présence médicale voire une
hospitalisation. De ce fait, une augmentation de la demi-vie permet de limiter les
hospitalisations, le recours au personnel médical, les gestes invasifs et augmente d’autant plus
la compliance au traitement. En augmentant la demi-vie, la rémanence de 1’anticorps dans

I’organisme augmente également, ce qui participe a limiter ’immunogénicité.

Pour augmenter la demi-vie d’un anticorps, une piste tres explorée est la modulation de
I’affinit¢ au FcRn. Ce récepteur est un acteur majoritaire de la PK des anticorps. Si une
mauvaise liaison au FcRn est systématiquement associée a une clairance élevée, une bonne
liaison au FcRn, bien qu’indispensable pour avoir une bonne demi-vie, n’est pas forcément

associée a une PK favorable.

Une piste pour améliorer la demi-vie, est d’augmenter 1’affinité pour le FcRn a pH6 afin de
favoriser le recyclage de 1’anticorps thérapeutique apres internalisation physiologique. En
effet, au sein des vésicules endosomales, il y a une compétition notamment avec les IgG
endogenes, du fait de la saturabilité de la liaison au FcRn. Mais il est difficile d’augmenter

I’affinité¢ au FcRn a pH6 sans que ¢a en soit associé¢ a une plus forte interaction aussi a pH7,
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ce qui n’est pas souhaitable puisqu’il y faut que 1’anticorps puisse €tre correctement relargué
dans la lumiére vasculaire ou 1’espace interstitiel. Une augmentation de 1’affinité au FcRn a
pH neutre a été associée a un recyclage plus faible aboutissant a une PK défavorable (Borrok
et al., 2015; Wang et al., 2011). Il existe donc des limites a I’amélioration de la PK par la
modulation de I’affinit¢ au FcRn. A ce jour, les meilleurs résultats obtenus par ingénierie
moléculaire du Fc sur la PK ont abouti a des demi-vies de I’ordre de 60 a 100j, ce qui est déja
un gain considérable par rapport aux 21j de demi-vie décrits physiologiquement pour les IgG1

(Robbie et al., 2013).

Mais I’affinité au FcRn n’est pas le seul levier pour agir via I’ingénierie moléculaire. Le point
isoélectrique d’un anticorps dépend de sa séquence protéique, et il est donc possible de le
modifier en remplagant les résidus basiques. Ainsi, en abaissant le point isoélectrique d’un ou
deux points, il est possible de limiter I’adsorption tissulaire et augmenter la demi-vie (Igawa

et al., 2010).

L’apparition d’ADA engendre a la fois un risque d’effets indésirables accrus, notamment au
moment de la perfusion, mais a surtout un impact potentiellement important sur la
pharmacocinétique. En augmentant la clairance de 1’anticorps, les ADA vont provoquer une
sous-exposition. Celle-ci sera a la fois synonyme d’efficacité altérée, c’est le rapport PK-PD,
mais aussi d’immunisation accrue, par absence d’anticorps monomérique. Il y a donc un
cercle vicieux, duquel il n’est possible de s’extraire que par le suivi thérapeutique
pharmacologique. Celui-ci s’appuie sur un dosage sérique du médicament, notamment juste
avant la perfusion. Ceci permet d’estimer les concentrations résiduelles en médicament. En
prenant soin d’utiliser un test dosant I’anticorps libre (non complexé a sa cible ni aux ADA),
il est possible d’optimiser la posologie afin de rester dans I’intervalle thérapeutique, pour

conserver |’efficacité et limiter le risque d’immunisation.
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B. Objectifs de la these

Il existe environ 70 anticorps possédant une AMM aujourd’hui. Leurs indications s’étalent de
la cancérologie a I’allergologie, en passant par I’infectiologie et les maladies métaboliques.
Ces molécules possedent la méme structure que les immunoglobulines endogénes, mais ne se
comportent pas toujours de fagon semblable a celles-ci. Si la demi-vie des immunoglobulines
endogenes, en particulier celles de la classe G est de 21 jours en moyenne, d’ importants écarts
a cette valeur sont observés pour les anticorps thérapeutiques. De plus, la réponse a ces
anticorps thérapeutiques est sujette a d’importantes variabilités interindividuelles, en termes
de pharmacocinétique. Le récepteur néonatal au Fc des IgG est le principal responsable de la
longue demi-vie des anticorps monoclonaux. I1 est utilisé par tous les médicaments possédant
un Fc d’IgG, qu’il s’agisse d’anticorps complets ou non. Des différences de demi-vie entre
plusieurs anticorps thérapeutiques peuvent étre dus soit a des différences d’affinité au FcRn,
soit a d’autres mécanismes de clairance FcRn-dépendants ou non. Dans mon projet de these,
je me suis particulierement intéressé au role du FcRn dans la pharmacocinétique des anticorps
thérapeutiques a travers différentes problématiques impliquant ce récepteur.

Dans une premiere partie de ce travail, nous avons étudié ’influence de I’affinit¢ du FcRn
pour son ligand dans le contexte de différences en termes de PK. Nous avons utilisé le modele
des ADC alors non encore exploré, et en particulier le brentuximab védotine, un anti-CD30
indiqué dans certains types de lymphomes, et présentant une demi-vie trés faible chez
I’Homme, de 1’ordre de 4 jours. Cet ADC se présente sous la forme d’un meélange d’espéces
possédant plus ou moins de molécules de védotine par anticorps. Chez la souris, ces
différentes especes présentent des profils de PK et de toxicité différents. Nous avons cherché
a savoir si les différences de PK étaient dues a une différence d’affinité pour le FcRn.

Une différence en termes de liaison au FcRn, comme dans cette premiere partie, peut étre due
a une vraie différence d’affinité intrinseque d’un anticorps pour le récepteur, ou a un
phénomeéne d’avidité, provoqué par la présentation simultanée de plusieurs portions Fc. Ce
phénoméne d’avidité se produit physiologiquement lorsque plusieurs Fc sont présentés
simultanément par le méme complexe moléculaire. Il s’agit d’un autre mécanisme de
clairance des anticorps également dépendant du FcRn, qui constitue physiologiquement une
voie d’élimination des complexes immuns. Un « cross-linking » de plusieurs molécules de

FcRn par des Fc d’anticorps entraine les anticorps impliqués vers la voie endolysosomiale et
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aboutit a la présentation d’antigéne. Dans le cas d’un complexe immun, ce phénomeéne permet
une immunisation a ’encontre de la cible de I’anticorps. Mais dans le cas d’agrégats
d’anticorps, un complexe formé de multiples Fc, il n’y a pas d’antigéne cible a présenter, et
cette voie physiologique peut alors aboutir a une immunisation a I’encontre du médicament.
Cette problématique fait 1’objet des deux dernicres parties de ce travail. Dans la seconde
partie, nous avons cherché a mettre en évidence un lien entre des déterminants moléculaires
d’agrégation, la présence d’agrégats, et la fréquence des immunisations a l’encontre de
plusieurs anticorps possédant une AMM.

Dans la derniére partie, nous avons donc étudié¢ I'impact de la formation de complexes
immuns sur ’immunisation a I’encontre d’un anticorps thérapeutique, et le role du FcRn dans

CC processus.
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C.Premicre partie
Impact du taux de couplage d’un anticorps arme

sur la liaison au FcRn
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1) Objectifs

Les anticorps armés ou ADC sont une classe d’anticorps d’apparition récente en clinique. Les
ADC sont constitués d’un anticorps sur lequel sont couplées de fagon covalente une ou
plusieurs molécules cytotoxiques. Il s’agit en général d’une molécule trop toxique pour un
usage par voie systémique, qui est ciblée aux cellules porteuses d’un antigéne reconnu par
leur partie anticorps. L’intérét est de limiter au maximum les toxicités ailleurs que sur la cible.
Malheureusement, ces molécules présentent tout de méme des effets indésirables imposant
des doses maximales pour étre bien tolérées. Parmi les facteurs qui ont une influence sur la
dose tolérée chez la souris, le taux de couplage de I’anticorps semble important (Hamblett et
al., 2004). En exemple, le brentuximab-védotine, deuxiéme ADC a avoir obtenu une AMM,
est indiqué dans certains lymphomes malins non-hodgkiniens. Le brentuximab est un
anticorps dirigé contre le CD30 peu efficace par lui-méme. Pour la fabrication de I’ADC, il
est réduit chimiquement afin d’exposer les thiols engagés dans les ponts disulfures
interchaines, ce qui fait apparaitre deux sites de conjugaison par pont disulfure réduit. Sur les
groupements thiols ainsi libérés sont couplés des adduits de type « védotine » (maléimide-
caproate-valine-citrulline-ParaAminoBenzyl-MonoM¢éthylAuristatine E). L’anticorps armé
ainsi formé contient donc deux molécules de védotine par pont disulfure réduit, soit huit au
maximum. Le taux de couplage est appelé ratio drogue-anticorps (drug-to-antibody ratio ou
DAR), et peut prendre les valeurs de 0, 2, 4, 6 et 8. Ces différentes espéces peuvent étre
séparées par chromatographie d’interaction hydrophobe (hydrophobic interaction
chromatography ou HIC). Cette technique chromatographique est effectuée en gradient salin,
et permet une séparation en fonction de I’hydrophobicité apparente des molécules contenues
en solution. En couplant cette technique a une détection UV, il est possible de purifier

séparément les différentes especes contenues dans la solution de brentuximab-védotine.

Chez la souris, un DAR de 4 donne le meilleur rapport efficacité/tolérance (Hamblett et al.,
2004). Cependant, la solution de brentuximab-védotine employée en clinique a un DAR
moyen égal a quatre, mais comprend de 1’anticorps nu, ainsi que des espéces de DAR 2, 4, 6
et 8. Or, I’anticorps non couplé est un inhibiteur compétitif des autres especes, le DAR2 est
bien toléré mais moins efficace, et les DAR 6 et 8 sont plus toxiques. Ces derniers présentent
de plus une clairance plasmatique augmentée chez la souris (triplée pour le DARS), par
rapport a celle du DAR4 et I’anticorps nu (Sanderson et al., 2005). Une augmentation de la

clairance plasmatique pourrait étre causée par une diminution de [’affinit¢é au FcRn,
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notamment lors de I’acidification endosomale, a pH6. Afin de vérifier cette hypothése, nous
avons dans un premier temps séparé¢ par HIC, puis caractérisées par chromatographie
d’exclusion stérique (Size exclusion chromatography ou SEC), les différentes espéces
présentes au sein de la solution de brentuximab-védotine. Celles-ci ont ensuite été testées pour
leur capacité de liaison au FcRn. En effet, une modification de cette liaison pourrait avoir un
impact sur la distribution, le métabolisme et 1’élimination des ADC, entrainant une
distribution différentielle du plasma vers [’espace interstitiel, voire une absence de

transcytose-recyclage de certaines especes.

L’étude de I’affinité au FcRn est une étape importante dans le développement d’un anticorps,
ou de toute molécule contenant une portion Fc. De nombreuses techniques existent, depuis
I’ELISA jusqu’au modele animal transgénique surexprimant le FcRn humain. Ces techniques
présentent toutes des avantages et des inconvénients, notamment du fait de leur plus ou moins
grand ¢loignement de conditions physiologiques, et jusqu’ici, aucune ne s’est avérée
totalement prédictive de la pharmacocinétique chez I’Homme. Nous avons choisi d’utiliser
deux techniques d’analyse de la liaison au FcRn. La résonance plasmonique de surface, ou
surface plasmon resonance (SPR), qui est une technique qui permet la mesure de constantes
d’affinités entre deux protéines dont une est immobilisée sur une puce d’or, ici le hFcRn,
tandis que l’autre passe sur cette surface, véhiculée dans une phase mobile. Nous avons
complété cette analyse par une technique en surface cellulaire, a 1’aide de cellules Jurkat
transfectées par du hFcRn. Ce récepteur est normalement intracellulaire, rendant son accés
difficile. Son internalisation est médiée par une séquence-signal contenue dans sa portion
intracytoplasmique. La délétion de ce motif par ingénierie moléculaire permet d’obtenir un
FcRn qui reste exprimé a la membrane de la cellule. Le test est effectué en compétition entre
I’ADC et un anticorps couplé a un fluorophore. L’anticorps fluorescent est présent a
concentration constante dans le milieu réactionnel, et des concentrations croissantes en ADC
sont appliquées. L’anticorps fluorescent se trouve plus ou moins déplacé du FcRn a la surface
des cellules, et I’intensité de fluorescence va donc décroitre avec I’augmentation de la
concentration en ADC. Les especes de DAR 0, 2, 4, 6 et 8 purifiées en HIC sont toutes testées
en SPR et en cytométrie en flux. Cette derniere est plus proche de la physiologie, puisque le
FcRn n’est plus port¢ par une surface rigide, mais enchissé dans une membrane
phospholipidique, qui est une surface chargée exercant des forces attractives ou répulsives a

I’égard de I’anticorps au cours de sa fixation. L’inconvénient majeur de la compétition par
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cytométrie en flux est de ne permettre qu’une lecture ponctuelle a pH6, puisque 1’anticorps

fluorescent ne se lie pas au FcRn a pH neutre.
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ABSTRACT: Antibody—drug conjugates, such as brentuximab vedotin
(BTXv), are an innovative category of monoclonal antibodies. BTXv is
bioconjugated via the chemical reduction of cysteine residues involved
in disulfide bonds. Species of BTXv containing zero, two, four, six, or
eight vedotin molecules per antibody coexist in the stock solution. We
investigated the influence of drug loading on the binding of the
antibody to FcRn, a major determinant of antibody pharmacokinetics in
humans. We developed a hydrophobic interaction chromatography
(HIC) method for separating the different species present in the stock
solution of BTXv, and we purified and characterized the collected
species before use. We assessed the binding of these different species to
FcRn in a cellular assay based on flow cytometry and surface plasmon
resonance. HIC separated the different species of BTXv and allowed
their collection at adequate levels of purity. Physicochemical character-
ization showed that species with higher levels of drug loading tended to form more aggregates. FcRn binding assays showed that
the most conjugated species, particularly those with saturated loading, interacted more strongly than unconjugated BTXv with
the FcRn.

KEYWORDS: antibody—drug conjugate, drug-to-antibody ratio, FcRn, flow cytometry, surface plasmon resonance,
hydrophobic interaction chromatography
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Bl INTRODUCTION

Therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) have proved a
major breakthrough in cancer treatment, greatly improving the
prognosis of certain types of tumors.”” Antibody—drug
conjugates (ADC) are a particularly important advance,
because they make it possible to target cell populations
specifically with powerful cytotoxic drugs that would be too
toxic if delivered by the systemic route.” Moreover, these new
biomolecules are highly effective against heterogeneous tumors
because the cytotoxic drug diffuses locally after controlled
release, causing a bystander killing effect.”

Two technologies were used to load drugs onto antibodies
for the ADCs that have received marketing authorizations so

the primary amines of the lysine residues exposed at the surface
of the antibody. The result is a highly heterogeneous cocktail of
ADCs with a drug payload ranging from zero to about six
molecules bound to about 40 potentially accessible sites, with a
mean DAR of 3.5 for trastuzumab—emtansine or Kadcyla.” In
lysine-conjugated ADCs, bioconjugation occurs on the solvent-
accessible surface of the antibody, increasing the risk of
nonspecific interactions with Fc receptors.

The second technology, cysteine bioconjugation, involves
chemical reduction of the four interchain disulfide bonds of
IgG, to allow conjugation on the eight exposed thiol groups.
Zero to eight drug molecules are loaded, two by two, onto the

far. In both cases, the average number of drug molecules per
antibody is described as the drug-to-antibody ratio (DAR). The
first of these technologies, lysine bioconjugation, makes use of
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eight available sites. This method was used to produce
brentuximab vedotin (BTXv) or Adcetris, an anti-CD30 ADC
approved by the Food and Drug Administration in 2011 for the
treatment of CD30-positive tumors, such as certain Hodgkin
lymphomas and some large-cell anaplastic lymphomas.” ADCs
are very effective, despite their highly heterogeneous
composition.”” For example, Adcetris contains species with
DARs of zero to eight, with a mean value of four.® This
heterogeneity seriously hampers attempts to increase ADC
efficiency.””~"* Indeed, drug loading can affect the properties
of an ADC by reducing the interchain disulfide bonds, and
because the cytotoxic agents increase the weight of the
molecule and cause steric hindrance between the various
chains of the antibody. These modifications can alter the overall
physicochemical stability of the molecule, either by weakening
the interactions maintaining antibody integrity or by altering
interchain distance. Adem et al. showed that the physicochem-
ical stability of an IgG1 subjected to cysteine bioconjugation
was lower for high payloads.'" The biological properties of
ADCs can also be affected by physicochemical changes to the
IgG occurring during conjugation. Acchione et al. studied the
effect of DAR on antibody—antigen affinity and showed no
difference between the various species of conjugated anti-
body."* However, pharmacokinetic studies in murine models
showed that the DAR affected both the clinical tolerance and
clearance from the plasma of ADCs.'”'® Indeed, species with
DARs of 6 and 8, which had higher levels of antitumor activity
than species with DARs of 4 or less in vitro, were also more
toxic in mice and were more rapidly cleared (species with a
DAR of 8 were removed three times more rapidly than species
with a DAR of 4)."° However, this model may not be applicable
to humans, because the pattern of expression of the neonatal Fc
Receptor (FcRn) differs between mice and humans.'” Several
factors, including affinity for the FcRn, which is essential,
determine the pharmacokinetics of IgG. The FcRn is a
molecular transport system responsible for the long half-life
of IgG molecules and their diffusion within tissues."”'” FcRn
binds IgG and albumin in acidic conditions (pH < 6.5) and
releases them at neutral pH, allowing both recycling and
transcytosis of endogenous IgG.”*>® Amino acid residues
around the CH2—CH3 region of IgGs, particularly basic
residues like the His310 in the CH2 domain and the His435 in
the CH3 domain, are involved in the physiological interaction
between IgG and FcRn.”* Modification in the regions flanking
these amino acids may therefore affect the affinity of IgGs to
FcRn. Furthermore, modifications of the Fab arms may
influence FcRn binding.”> Wang et al. suggested that
modifications of immunoglobulin tertiary structures accounted
for changes in affinity to FcRn. The modification of residues
lying between the various mAb chains may therefore affect
FcRn binding. Here, we used BTXv as an example of a cysteine-
linked ADC, to investigate the effect of DAR on the affinity of
ADCs to FcRn.

We first developed a method for separating the different
species present in the Adcetris stock solution. We then
characterized these species and assessed their ability to bind
FcRn. This study is the first to evaluate the binding of an ADC
to human FcRn and to assess the effect of drug loading on it.

B MATERIALS AND METHODS

mAbs. Commercially available stock solutions of BTXv
(cysteine-linked IgG1 ADC, Takeda Pharmaceuticals, Puteaux,
France), rituximab (MabThera, Roche, Neuilly, France), and

panitumumab (Vectibix, Amgen, Neuilly sur-Seine, France)
were purchased.

Recombinant Human FcRn (Recombinant hFcRn). The
human FcRn coding sequence (cDNA clone MGC:1506
IMAGE:3163446) minus its transmembrane and intracytoplas-
mic domain sequences was inserted into the pCMV6 Kan/Neo
plasmid to obtain pCMV6hFcRn. A histidine tag was
introduced into the plasmid to generate pCMV6hFcRn-His.
The pCMV-SPORT6 plasmid encoding human beta-2 micro-
globulin (B2m, NM_004048.2) was obtained from OriGene
(Rockville, Maryland). HEK293 cells were transfected with the
two plasmids (pCMV6hFcRn-his and pCMV-SPORT6B2M)
to produce hFcRn. Large-scale transient transfection was
carried out in the FreeStyleTM MAX Expression System
(Invitrogen), according to the manufacturer’s protocol, to
produce the hFcRn-His fusion protein. Cell culture super-
natants containing the secreted hFcRn-His fusion protein were
harvested, filtered, and stored at —20 °C. Recombinant hFcRn
was purified on nickel-IMAC resin (HisPur Ni-NTA
chromatography cartridge, Thermoscientific, Waltham, MA)
with an AKTA purifier.

Separation and Isolation of Individual DAR Species
from the BTXv (Adcetris) Stock Solution. BTXv DAR
species were separated with a Tosoh TSKgel butyl NPR 2.5 ym
7.5 X 75 mm column (Tosoh, Tokyo, Japan) on a Waters
Alliance €2695 HPLC system equipped with a Waters €2998
photodiode array detector and a Waters Fraction Collector IIT
(Waters, Boulogne Billancourt, France).

The mobile phase was filtered (0.2 pm) before use. A
gradient of eluent A (50 mM sodium phosphate buffer, 1.5 M
ammonium sulfate, pH 7) and eluent B (80% v/v 50 mM
sodium phosphate pH 7 and 20% isopropyl alcohol), adapted
from the protocol described by Ouyang et al., was established as
follows: 100% to 20% eluent A over 45 min, then 20% A for 15
min and, finally, a return to 100% A over 1 min. We used a flow
rate of 2 mL per minute throughout, and column temperature
was maintained at 30 °C.*° In total, we loaded 1 mg of BTXv
sample onto the column for semipreparative hydrophobic
interaction chromatography.

Fractions were collected at the maximum UV signal for 2 min
per peak (4 mL). The fraction collector nozzle was rinsed for 1
min between peaks to minimize interpeak contamination.
Fractions were collected in § mL of Protein LoBind Sterile
Eppendorfs (ref 0030 108.302, Eppendorf), pooled in 20 mL of
9 kDa cutoff Pierce Concentrators (ref 87749, Thermo
Scientific) and centrifuged three times at 3000 rpm (1100 g)
for 45 min at +8 °C. The solvent was replaced with PBS (4 mM
PBS Gibco pH 7.2, ref 70013016, Thermo Fisher) after the first
centrifugation. The purified species were quantified with the
protein measurement mode (ratio of the absorbances at 260
and 280 nm) of a Nanodrop 2000 spectrometer, and they were
kept at +4 °C until their characterization or use for flow
cytometry assays (performed within a day of purification).

Size Exclusion Chromatography with In-Line Multi-
angle Laser Light Scattering and Refractive Index. Size
exclusion chromatography (SEC) was performed on an
Alliance €2695 (Waters) machine equipped with a Wryatt
miniDawn Treos and Optilab T-rEx (Wyatt Technology
Europe GmbH). A SHODEX KW803 column (300 mm X
7.8 mm) was used. For each sample, 50 pg was injected onto
the column and separated at a flow rate of 0.7 mL per minute.
The elution buffer was PBS pH 7.2. UV detection was
performed at 280 nm, with a PDA 2998 apparatus (Waters),
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Figure 1. (A) UV chromatogram obtained from semipreparative hydrophobic interaction chromatography. Gray lines show the collected fractions,
EO to E8, and “R” illustrates the nozzle rinsing between fractions. The nozzle was also systematically rinsed at the start of each run. (B) UV spectra
from the photodiode array during separation. From bottom to top, spectra at 16, 22, 30, 37, and 42 min, corresponding respectively to a drug to
antibody ratio of 0 (E0), 2 (E2), 4 (E4), 6 (E6), and 8 (E8). Fractions were characterized from the A,;4/A,5, UV absorbance ratio.

whereas MALLS detection was performed with a three-angle
(43.6°% 90.0% 136.4°) miniDawn Treos detector (Wyatt
Technology Europe) operating with a 60 mW solid-state
laser at 658 nm. The molecular weights corresponding to the
antibody peaks were calculated with Astra software version
6.0.6 (Wyatt Technology Europe). A differential index of
refraction or dn/dc of 0.185 (mL/g) and a second virial
coefficient of 0 were used. Molecular weights were calculated
with the Zimm equation. Results are expressed as the
percentages of monomers and of other species.

Analytical Hydrophobic Interaction Chromatography.
After concentration and buffer exchange, the fractions were
injected onto the analytical HIC column (Tosoh TSKgel butyl
NPR 2.5 ym 4.6 X 100 mm) and subjected to the same mobile-
phase gradient as for semipreparative HIC, at a flow rate of 0.6
mL per minute, to confirm that the correct peak had been
collected. Purity was assessed by calculating the ratio of the area
under the curve at 280 nm for the peak of interest relative to
the total area under the curve, expressed as a percentage.

Surface Plasmon Resonance. Real-time SPR analyses
were performed on a Bia3000 apparatus (GE Healthcare,
Uppsala Sweden) at 25 °C, at a flow rate of 50 yL per minute,
in 10 mM PBS buffer pH 6 and 0.005% Polysorbate 20
surfactant (GE Healthcare). FcRn was covalently immobilized
on a CMS sensor chip (GE Healthcare) at relatively low density
(less than 550 RU), after EDC/NHS (1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]carbodiimide/N-hydrosuccinimide) acti-
vation, according to the manufacturer’s instructions. Kinetic
analyses of the different fractions of BTXv were performed
using seven concentrations ranging from 4.6 nM to 300 nM.
Each concentration of BTXv was simultaneously injected over
180 s into an FcRn-coated flowcell and into a control flowcell
without FcRn. After 400 s of dissociation with running buffer,
the sensor surfaces were regenerated with two pulses of PBS
buffer at pH 7.4. After subtraction of the control, resulting
sensorgams were fitted to a two-site parallel binding model
(BiaEvaluation 4.2, GE Healthcare) to calculate the kinetic
parameters. The stability of the coated surface was checked by
injecting rituximab (50 nM) as a positive control at the
beginning and the end of every BTXv kinetic analysis.

Cells. Jurkat cells were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC, TIB-152). Truncated FcRn
(AFcRn)-expressing Jurkat cells were obtained by stably
transfecting Jurkat cells with a plasmid containing the
FCGRT coding sequence minus 99 nucleotides correspondin
to the 33 amino acids at the carboxyl terminus of the protein.”
This deletion leads to the expression of the FcRn at the
membrane.”® The cell lines were maintained in RPMI 1640
culture medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal

calf serum and 2 mM L-glutamine. G418 (1 mg/mL) was added
for the AFcRn Jurkat cell line only.

Flow Cytometry. In flow cytometry experiments, both
wild-type Jurkat cells and transfected Jurkat cells were separated
from dead cells by centrifugation on a density gradient (ref
CMSMSLO1, Eurobio). Cell counts were adjusted to 2 X 10°
cells/mL, and the cell lines were mixed in a 1:1 ratio in HBSS
buffer. Rituximab was labeled with Alexa Fluor 488 (RTX**#)
according to the manufacturer’s recommendations (ref A1023S,
Alexa Fluor 488 labeling kit, Fisher Scientific). RTX*** (4.73
mol Alexa Fluor 488/mol) was used at a concentration of 1 ug/
mL in all cellular experiments, in competition with various
mAbs diluted to 0, 10, 50, and 200 pg/mL in HBSS buffered at
pH 6 with MES (ref M1317, Sigma-Aldrich). The mAb
dilutions were incubated with the Jurkat cell mixture (10° cells)
for 1 h at 4 °C and then washed with HBSS/MES pH 6
buffered medium and immediately processed on a 2-laser-8-
color Beckman Coulter Gallios flow cytometer. Ten thousand
events were acquired per condition by flow cytometry, with
Gallios List Mode Data Acquisition and Analysis Software
version 1.2. Raw data from all samples were analyzed with
Kaluza Analysis Software v. 1.1.11052.10190 (Beckman
Coulter, Villepinte, France). Gating on living cells was achieved
on the basis of forward scatter—side scatter plots. The
difference in mean fluorescence (Amean fluorescence) between
the wild-type Jurkat cells, used as a measurement of nonspecific
fluorescence, and AFcRn cells at a given concentration of
antibody (C,) on the mean fluorescence histograms was
converted into a percentage binding inhibition and normalized
relative to that for rituximab, as follows:

[1 Amean fluorescence antibody (C,) ]

Amean fluorescence antibody (C,)

inhibition % (C,) =

[1 Amean fluorescence rituximab (C,)) ]

Amean fluorescence rituximab (C,)

X 100

The Amean fluorescence at C, corresponds to RTX*** alone.
This percentage binding inhibition normalized relative to
rituximab is referred to as the “percent inhibition” in the text.

Statistical Analysis. For analysis of the flow cytometry
binding competition assay, we used a Mann—Whitney test to
compare the values for percent inhibition for each control mAb
and BTXv fraction. We considered p-values of 0.05 or below
(two-tailed tests) to be statistically significant. Statistical
analysis was performed with GraphPad Prism S.
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Figure 2. Size exclusion chromatograms of the purified fractions. (A) Species with lower drug to antibody ratios (E0, E2, and E4) interacted less with
the column, and were therefore eluted earlier. The peak at about 15.5 min corresponds to low molecular weight species. (B) Oligomers: Fractions
EO, E2, and E4 contain dimers, but no detectable larger oligomers. Fractions E6 and E8 contain both dimers and oligomers.

Bl RESULTS

Purification of BTXv Fractions and Analysis by
Chromatography. We used semipreparative HIC to separate
the five main populations of BTXv: DAR 0 (E0), DAR 2 (E2),
DAR 4 (E4), DAR 6 (E6), and DAR 8 (E8) (Figure 1). Sixty-
five injections of 1 mg each were performed. The overall mean
recovery was 48%. The proportions of the various DAR species
in the stock solution were as follows: 5.8%, 27.5%, 35.5%,
22.0%, and 9.2% for EO, E2, E4, E6, and E8, respectively.

We assessed the aggregation of the stock solution and of the
various DAR species by SEC coupled to in-line multiangle light
scattering and refractometry (MALLS-RI). The chromatograms
obtained are displayed in Figure 2. Aggregation is expressed as a
percentage of the total mass of antibody injected and was 2.7%
(m/m) for the stock solution: 2.4% dimers and 0.3% oligomers.
We used the same techniques to analyze the purified species
(Table 1). Dimerization levels ranged from 0.1% (EO) to 6.5%

Table 1. Physicochemical Characterization of the Collected
Species of Brentuximab—Vedotin®

species E0 E2 E4 E6 E8
drug to antibody ratio 0 2 4 6 8
concn (mg/mL) 0.360 0.562 0.900 0.587 0.600
caled mass from MALLS-RI 148 151 154 157 171
(kDa)
mass from native MS 145.9 148.5 151.2 153.8 156.5
(Debaene et al.'*)
dimers (%) 010 030 180 650  5.80
oligomers (%) None None None 0.60 2.80
purity (AUC ratio %) 99.26 89.95 94.23 87.86 77.46

“Fractions are named after the drug to antibody ratio.

(E6). The percent dimerization was substantially higher for E6
and E8 (6.5% and 5.8%, respectively) than for the other species
(<1.8%). Moreover, on SEC, for the E6 and E8 populations,
we observed a new peak in the UV signal corresponding to
oligomers with an estimated size of more than 1200 kDa. These
oligomers accounted for 0.6% of the injected mass of the E6
fraction and 2.8% of that of E8. We also observed a peak
corresponding to low molecular weight species that we were
unable to quantify (Figure S1). These two species also showed
a much bigger monomer peak tailing (Figure 2), due to
hydrophobic interactions with the stationary phase, which
could be eliminated by adding 15% isopropyl alcohol to the
mobile phase (Figure S2).

We estimated the mass of each subspecies by MALLS-RL
The results are shown in Table 1, and the chromatograms
including MALLS traces are shown in Figure S1.'> We found

that MALLS-RI gave a better assessment of molecular mass for
lightly loaded species. The amount of aggregation increased
with DAR, whereas the purity of the isolated species, as
assessed by analytical HIC (Figure 3), decreased. Purity was
between 77.46% and 99.26% and was considered sufficient for
subsequent in vitro testing.
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Figure 3. UV chromatogram of the analytical HIC for the collected
species. Retention times were as follows: 19, 27, 36, 43, and 47 min for
EO, E2, E4, E6, and ES8, respectively. Purity was assessed by
determining the area under the curve ratio. E8 was contaminated
mostly with E4 and E6.

Analysis of FcRn Binding by Flow Cytometry. The
FcRn is involved in antibody pharmacokinetics. It binds to IgG
isotypes with different affinities.”” We investigated the effect of
drug loading on the ability of BTXv to bind to FcRn, in Jurkat
cells expressing a truncated form of FcRn (AFcRn) lacking the
C-terminal dileucine internalization motif, resulting in the
exposure of the protein at the cell surface.”® We developed a
competition assay, which we performed at pH 6 with rituximab
labeled with the Alexa Fluor 488 fluorophore (RTX**%). We
also performed this assay at pH 7.4, to assess its specificity. The
pooled results are shown in Figure 4, but separate results, by
concentration, are also presented in Figure S3. No FcRn
binding was detected at neutral pH, for any of the DAR species
(data not shown). We investigated the levels of CD30 on Jurkat
cells, to evaluate Fab—mAb binding. We found that the density
of CD30 was very low on Jurkat cells, with saturation observed
at 1 pug/mL BTXv (data not shown), a concentration of
antibody one-tenth the first concentration used in the FcRn
competition test. We calibrated the test, using unlabeled IgG1
rituximab, which displayed strong binding to FcRn, and IgG2
panitumumab, which displayed weak binding. We mixed
AFcRn-transfected and untransfected Jurkat cells, to evaluate
the nonspecific binding of mAbs (Figure 4A). We assessed the
extent to which each fraction competed with RTX**® for
binding to the receptor and the percent inhibition of RTX**
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Figure 4. Flow cytometry analysis of mAb binding to membrane-
expressed FcRn. Jurkat and Jurkat AhFcRn cells (v/v mix) were
incubated at pH 6 with 1 pg/mL Alexa Fluor 488-labeled rituximab
(RTX**®) in the presence of unlabeled therapeutic mAbs, including
brentuximab—vedotin (BTXv) species. (A) Representative flow
cytometry histograms of wild-type and FcRn Jurkat cells (left and
right in the charts, respectively), with 1 pg/mL RTX**** and no
competitor unlabeled mAb (top), or with 200 yg/mL panitumumab
(middle) or with rituximab (bottom). Wild-type Jurkat cells were used
as a negative control. (B) Flow cytometry experiments with BTXyv,
panitumumab, rituximab, and BTXv fractions tested at concentrations
of 0, 10, SO, and 200 pg/mL. Rituximab was chosen as the reference
molecule (100% binding). Inhibition values were pooled for all
concentrations (10, 50, and 200 pg/mL) and are displayed as
histograms. P-values are represented as follows: * for p < 0.05 and **
for p < 0.01.

binding (Figure 4B). Unlabeled rituximab binding levels were
arbitrarily set at 100% (positive control). The mean percent
inhibition values (standard deviation in brackets) were 39.58%
(142) for panitumumab, 69.78% (21.1) for BTXv stock
solution, 73.17% (18.96) for EO, 51.08% (14.34) for E2, 65.09%
(16.19) for E4, 73.39% (10.96) for E6, and 95.24% (13.22) for
E8. The percent inhibition achieved differed significantly
between the stock solution of BTXv and panitumumab (p <
0.01). The inhibitory capacities of the EO, E2, E4, and E6
species were similar to that of BTXv stock solution. Only E8
competed significantly more strongly with RTX**?® than any of
the other species for binding to FcRn.

SPR Analysis of FcRn Binding. Our cellular assay provides
an assessment of IgG binding to a membrane-bound FcRn, but
it can provide measurements only of long-term binding
parameters. We therefore used SPR to analyze the binding of
BTXv DAR species to FcRn further. We performed kinetic
analyses of the different species, EO, E2, E4, E6, and ES8, for

increasing concentrations (4.6 nM to 300 nM) on immobilized
FcRn in the same conditions, at pH 6 (Figure S4). The kinetic
data were evaluated using a two-site fitting model, and the
numeric values are given in Table 2. Affinity and kinetic
constants only showed small changes in terms of value. The
total Rmax increased from EO to E8, indicating an increase in
site occupancy from 6% to 8% respectively. No association was
observed between the various DAR species and hFcRn at pH
7.4 (data not shown).

B DISCUSSION
IgG-type therapeutic mAbs have a longer half-life than other

types of antibodies, making it possible to leave longer intervals
between infusions, thereby improving patient comfort. This
longer halflife results from the unique pharmacokinetics of
these molecules, due to FcRn-mediated recycling and trans-
cytosis functions.”> Any substantial modification of an antibody
may affect its affinity for FcRn and, thus, its pharmacokinetic
properties.”” The commercially available solution of BTXv is
heterogeneous because it contains five major species, which can
be separated by HIC. A few studies have investigated the
impact of drug loading on antibodies obtained by cysteine
conjugation, and various methods were used to obtain pure
DAR species solutions in these studies. For example, Hamblett
et al. chose to purify E2 and E4 by HIC-based separation, but
they constructed E8 de novo, by conjugating an antibody to the
linker-drug moiety.”> In other studies, all the fractions were
treated in the same way, to maximize the comparability of the
purified fractions.”’ We adopted this strategy and used
semipreparative HIC to purify our DAR species.

We characterized various DAR species of BTXv by analytical
HIC and SEC, with in-line detectors. We used multiangle laser
light scattering and refractometry (MALLS-RI) to calculate the
mean size of each species. MALLS-RI is less accurate than
native mass spectrometry, but, for EO to E6, the relative error
remained within the 1.7 to 2.1% range. The error was
systematically higher for E8. However, this result confirmed
that the species collected were as expected. We systematically
assessed the purity and aggregation levels for each collected
species, because aggregation may have an impact on functional
tests due to the creation of an avidity phenomenon influencing
the affinity of IgG to the receptor. Indeed, aggregation has been
shown to be correlated with DAR, ionic strength, and exposure
to high temperature.'’ One probable explanation for this
finding is that the hydropathy profile of vedotin, like that of
other linker payloads that are or have been used on ADCs, is
substantially different from that of naked antibodies, with the
conjugation of small hydrophobic molecules increasing the
amounts of aggregated forms in the solution.'”** We therefore
ensured that the fraction collector and centrifuge were cooled
and we replaced the HIC mobile phase with PBS, which has a

Table 2. Surface Plasmon Resonance Data“”

kal (1/M-s) kdl (1/s) ka2 (1/M:-s) kd2 (1/s) Rmaxl (RU) Rmax2 (RU) Rmax total KD1 (M) KD2 (M) Chi2 SR (%)b
E0 136 X 10° 0.0336 9.94 x 10* 321 x 1073 68.4 272 95.6 247 x 107 323x107% 111 6
E2  3.82 x 10* 0.0249 124 X 10°  1.84 X 1073 73.4 14 87.4 654 % 107 148 x107%  0.82 6
E4  6.82 x 10* 0.0372 1.04 x 10° 177 X 1073 74.6 19.8 94.4 5.46 X 1077 171 X 1078 1.23 6
E6  8.00 x 10* 0.0329 107 X 10°  1.66 X 1073 76.7 33.6 110.3 412 x 107 155 x 107% 266 7
E8  7.01 x 10* 0.0244 8.10 x 10  1.30 x 1073 74 51.4 125.4 348 x 1077 1.61 X 107 3.65 8

“A two-site model was used for parameter calculation. “Stoichiometric ratio SR = exp Rmax/calc Rmax, calc Rmax = Ru immobilized level X
molecular weight (MW) BTXv/MW FcRn, with MW FcRn = 49.7 kDa. MW BTXv are given in Table 1.
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low ionic strength, within a few hours of semipreparative HIC.
For purified DAR species, aggregation increased with DAR. For
E6 and E8, aggregates accounted for up to 6% of the total mass.
We checked whether these aggregates were inherent to the
DAR species considered or whether they were formed due to
the highly ionic conditions to which they were exposed during
purification. SEC indicated that the proportion of dimers in the
Adcetris solution was 2.4%. EO, E2, E4, E6, and E8 accounted
for 5.8, 27.5, 35.5, 22.0, and 9.2% of the Adcetris mixture,
respectively. Dimers accounted for 0.1, 0.3, 1.8, 6.5, and 5.8% of
the total mass injected during SEC for EO, E2, E4, E6, and E8
respectively. By multiplying the proportion of dimers for each
DAR species by the proportion of that species in the
commercial solution, we found that the expected overall
percentage of dimers would be 2.69%. Repeating the same
calculation for higher order aggregates, which accounted for
0.3% of the Adcetris solution, we would expect to observe
0.38% oligomers. This suggests that the proportion of
aggregates observed after HIC-based purification is inherent
to the species itself rather than the conditions to which it has
been exposed.

Purity tended to decrease as DAR increased. This may have
been due to a problem during fraction collection, although the
fraction collector nozzle was systematically rinsed between
fractions. Another potential explanation is spontaneous partial
hydrolysis of the linker, which is thought to occur in
plasma.>***

We set up a cellular binding assay using rituximab (IgG1) as
a strong positive control and panitumumab (IgG2) as a weak
positive control, since IgG2 are known for having a weaker
affinity for FcRn. We checked that the result depended
essentially on the mADb, and little on concentration. A number
of controls were used to evaluate nonspecific binding,
particularly that occurring at pH 7.4. No binding was detected
at pH 7.4 in flow cytometry or following an increase in pH
from 6 to 7.4 in SPR. Thus, bioconjugation of brentuximab
with vedotin does not result in FcRn binding at neutral pH.

We found that both commercial BTXv and the various DAR
species competed moderately strongly with RTX*4F#8 for
binding to FcRn. The ability to compete with RTX*AF48
differed between the DAR species. The unconjugated BTXy,
EO, tended to behave like the control IgG1, rituximab, although
the 95% confidence interval of the percent inhibition value did
not include 100% (53.25; 93.11). E4 and E6 behaved similarly,
and like BTXv. This was expected because these species
accounted for more than 50% of the stock solution. The
percent inhibition for E2 was significantly different from those
of E0, E8, and BTXv. Interestingly, the percent inhibition of E2
was lower than that of EO, but the percent inhibition increased
with increasing DAR, from E4 onward. Indeed, E8 had a higher
percent inhibition than EO, which was unexpected because we
had thought that steric hindrance between the chains of the
antibody caused by the addition of vedotin would compromise
tertiary structure and, therefore, affinity to FcRn.

We therefore developed an SPR assay to check our results on
all five DAR species collected. The impact of drug loading was
assessed by comparing the kinetics of the response at various
concentrations of the naked antibody EO, and the various
conjugated species, E2 to E8. In our conditions, we observed no
overstoichiometry, which might have occurred with aggregates.
However, the Rmax for E8 (stoichiometric ratio 8%) was higher
than that of EO (stoichiometric ratio 6%), which means that E8
shows an increased site occupancy on FcRn compared to

species with fewer vedotin. The dissociation equilibrium
constant (KD) and constant rates (ka, kd) were not
significantly different for the various species.

Pharmacokinetic studies performed in mice by Hamblett et
al. showed that the clearance rate of E8 was three times higher
than that of E4."> E8 was also more toxic and had a higher
distribution volume than E4, although the two species had
similar half-lives."> A high clearance rate may reflect a high
antigen burden, a weak affinity for FcRn at pH 6, a high affinity
for FcRn at pH 7.4, or another source of elimination. Antigen-
mediated clearance is ruled out since BTXv does not bind
rodent CD30.”° We show that E8 has a higher affinity for FcRn
at pH 6 but that no association was detectable at pH 7.4. Ward
et al. pointed out that antibody elimination in vivo involves
several mechanisms, such as FcRn recycling, endosome sorting,
immune complex formation, and Fcy receptor cooperation.’®
The higher rates of clearance observed for highly loaded species
in the study by Hamblett et al. may therefore be due to factors
other than FcRn-related elimination, such as increased uptake
bylghe reticuloendothelial system cells, as suggested by Lyon et
al.

Other studies involving the interaction of protein G or
protein A with a biotinylated antibody as a surrogate for the
ADC—FcRn interaction have suggested that FcRn binding is
not modified by antibody conjugates."* We decided to use a
model that was as close to physiological conditions as possible
to determine whether a linker and drug approved for therapy
impaired the binding of antibody to FcRn anchored in a
membrane. We showed that the DAR of an ADC species
influenced antibody binding to FcRn. Indeed, the presence of
vedotin between the various chains of the antibody abolished
some or all of the covalent bonds holding the antibody
together. Moreover, two entities of vedotin are conjugated in
the place of a single disulfide bond, modifying the steric
hindrance between antibody chains. For example, for E2, the
two vedotin adducts may be linked between a light chain and a
heavy chain or between two heavy chains. This adds yet
another level of heterogeneity, which we did not study here
because the available techniques are unable to collect the
different subspecies in sufficient quantities for the various FcRn
binding assays. However, two subspecies with the same DAR
may bind FcRn with different affinities, because the site of steric
hindrance differs between them.

In vivo studies of BTXv have shown that a DAR of 4 yields
the best toxicity—efficacy balance.'” This goal is achieved by
manufacturing BTXv as a mixture of EO to E8. New
technologies have made it possible to control the DAR during
the manufacturing process. These technologies include
glycoengineering,37 bacterial transglutaminase conjugation,38
Thiomab technology, and controlled cysteine conjugation
technologies, such as interchain covalent bond-restoring
technologies.”*” Some of these technologies have already
been used to produce ADCs with improved pharmacokinetics
in mice.”"”" Bryant et al. used ELISA to investigate the impact
of their thiol rebridging conjugation technology on FcRn
binding. FcRn binding did not seem to be impaired by drug
loading. However, no weak or negative control was used to
check whether the absence of difference observed was due to a
real lack of difference or to the assay having insufficient
discriminatory power.’' Nevertheless, this type of technology
makes it possible to obtain homogeneous solutions with an
optimal DAR, and its use to replace first-generation conjugating
technologies should be considered.
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In summary, our results show that, in BTXv, species with a
higher DAR display greater binding to FcRn. They also
highlight the complexity of ADC elimination, and the need to
investigate these mechanisms further in vitro to improve our
understanding of the behavior of ADCs in vivo and to meet the
requirements of quality-by-design for the next generation of
ADCs.
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2) Principaux résultats

Hydrophoblcute

Liaison au FcRn a pH6

Aprés séparation des especes de DAR 0, 2, 4, 6 et 8 contenues dans la solution de
brentuximab-védotine par HIC, technique de séparation moléculaire qui s’appuie sur les
différences en termes d’hydrophobicité de surface, nous avons évalu¢ leur affinité au FcRn.
Dans le test de compétition par cytométrie en flux comme dans le test en SPR, ’affinité au
FcRn a pH6 augmente avec le DAR. La SPR montre en revanche que méme les espéces

fortement couplées n’ont pas d’affinité pour le FcRn a pH neutre.
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D.Seconde partie
Agrégation et immunogénicité des anticorps

thérapeutiques
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1) Objectifs

La plupart des anticorps possédant une AMM aujourd’hui sont d’isotype IgGl, avec une
chaine légere kappa. Pourtant, tous ne sont pas égaux en termes d’immunogénicité. Certains
entrainent des réactions allergiques, comme le cétuximab, d’autres provoquent parfois une
immunisation avec apparition d’ADA, enfin d’autres présentent des profils de tolérance
excellents. Certains de ces déterminants sont clairement identifiés, comme par exemple la
présence d’alpha-1,3-galactose (Chung et al., 2008), ou la présence d’agrégats (Ahmadi et al.,
2015; Kijanka et al., 2016). En ce qui concerne les agrégats, la cinétique aboutissant a des
complexes moléculaires de taille suffisante pour qu’ils soient immunogénes passe par la
formation d’agrégats oligomériques réversibles. Deux anticorps s’associent pour former un
dimere (Paul et al., 2012). Ce premier échelon d’agrégat se forme et se défait continuellement
en solution, répondant a une loi d’action de masse. Les dimeres s’associent et se dissocient
ensuite pour former des oligomeres solubles et réversibles. Puis, par un phénoméne de
nucléation, les oligomeres s’associent, pour finir par former des agrégats irréversibles et
insolubles. Ce sont ces particules, d’une taille de I’ordre du micron, qui sont le support de
I’immunisation contre D’anticorps thérapeutique (Ahmadi et al., 2015). Les quantités
d’agrégats dans une solution donnée augmentent avec le temps et différents types de stress.
Les fabricants développent donc des solutions contenant des excipients adaptés et a des
concentrations minimisant 1’agrégation. Le taux de dimeres au sein d’une solution est donc un
parametre pris en compte, et intervenant dans les stabilités annoncées. La présence d’agrégats
est un facteur de risque directement impliqué dans I’immunogénicité des anticorps
thérapeutiques (Rosenberg, 2006). L’apparition d’ADA augmente la clairance plasmatique

terminale de I’anticorps, modifiant sa PK.

Dans ce premier travail, nous avons cherché a voir s’il existait des différences notables en
termes de quantités de diméres dans des solutions d’anticorps possédant une AMM. Nous
avons ¢étudié la stabilité des taux de diméres en solution sur plusieurs semaines. Ces
différences peuvent provenir de plusieurs facteurs, notamment la séquence protéique. Nous
avons cherché a corréler ce taux a la présence dans certaines positions de résidus présentant
des caractéristiques physicochimiques spécifiques, par une analyse d’alignement de
séquences. Nous avons étudi¢ d’autres parametres liés a la production des anticorps qui
pourraient constituer d’autres facteurs d’agrégation ou d’immunogénicité. Parmi ces facteurs,

la composition du tampon, la concentration initiale dans la solution mere, la présence ainsi
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que la quantité de régions pro-agrégantes, la glycosylation si disponible et la nature de la
lignée d’expression ont été explorées. Enfin, nous avons cherché a comprendre si le taux
d’agrégats ou d’autres parametres liés a la structure ou au mode de synthése de ces anticorps

pouvaient étre corrélés au taux d’immunisation observés en clinique.
2) Matériel et méthodes

Anticorps

Nous avons utilisé les solutions d’anticorps commercialisées suivants : adalimumab (Humira,
Abbvie), trastuzumab (Herceptin, Roche), infliximab (Remicade, Merck Sharpe & Dohme)
rituximab (Mabthera, Roche), cétuximab (Erbitux, Merck), bévacizumab (Avastin, Roche),
basiliximab (Simulect, Novartis), pertuzumab (Perjeta, Roche), ipilimumab (Yervoy, Bristol-
Myers Squibb), golimumab (Simponi, Merck Sharpe & Dohme) et ¢lotuzumab (Empliciti,
Bristol Myers Squibb).

Formulation

La concentration est ajustée a lmg/mL aprés élimination du tampon commercial et
remplacement par un tampon phosphate (phosphate buffer saline ou PBS) pH 7,2. L’échange
de solvant est effectué¢ a I’aide de filtres ultracentrifugeables (Pierce Concentrators) équipés
de membranes de cellulose régénérée d’une perméabilité limite de 9kDa. Apres trois rincages
avec du PBS par centrifugation a 1100g pendant 45minutes, chaque solution est filtrée a

0,22pm et stockée dans des flacons en verre a +4°C.

Analyse chromatographique

Les solutions sont injectées dans un systéme chromatographique Waters Alliance €2695
équipé d’un détecteur a barrette de diode 2998, d’un appareil de diffusion dynamique multi-
angle Wyatt Minidawn Treos et d’un réfractometre Wyatt OptiLab T-rex, sur une colonne
Shodex Protein KW-803 de dimension 300 x 7,8mm. Une quantit¢ de 50ug de chaque
anticorps est injectée en triplicata a JO, J7 et J14. Les solutions sont conservées a +4°C dans le

passeur d’échantillon.

Les chromatogrammes ainsi que les signaux de diffusion de lumiere sont traités a I’aide du
logiciel Astra version 6.0.6 (Wyatt Technology Europe). Les résultats en proportions de

dimeéres et d’oligomeres sont exprimés en moyenne sur la totalité des injections.

71



Séquences d’anticorps et alignements

Les séquences ainsi que leurs sources sont décrites dans 1’annexe 1. Ces séquences ont été
alignées grace a I’outil « Multiple sequence alignment » du logiciel clustal Omega accessible
en ligne a 1’adresse http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Les parameétres d’alignement

sont laissés par défaut.

Structures

Les structures en cristallographie de 1’adalimumab, du trastuzumab, de I’infliximab, du
rituximab, du cétuximab, du bévacizumab, du basiliximab, et du pertuzumab utilisées sont
respectivement consignées sous les identifiants PDB suivants : 3WD5, 4HKZ, 4G3Y, 20SL,
1YYS, 1BJ1, IMIM, et 1L71.

Ces structures sont traitées par Asaview, un logiciel en ligne accessible a [’adresse
http://www.abren.net/asaview/, permettant de déterminer la surface absolue accessible au
solvant (Absolute Surface Area ou ASA) de chaque résidu afin d’éliminer de 1’étude les
résidus enfouis. Les coefficients ASA sont apposés contre chaque résidu de 1’alignement. Les
résidus ayant un coefficient ASA supérieur a 0,2 systématiquement pour tous les anticorps

testés sont conservés, les autres sont écartés de 1’analyse.

Les parameétres ¢étudiés sont au nombre de cinq : I’hydropathie, le volume, la charge, la
polarité, et le statut de donneur ou accepteur d’hydrogene. Ces catégories sont respectivement
nommeées « hydropathy », « volume », « charge », « polarity », et « hydrogen ». La matrice
est ainsi dupliquée, afin de pouvoir remplacer chaque acide aminé par le nombre qui chiffrera

le parameétre considéré, selon les classes décrites par Pommié et al. (Pommi¢ et al., 2004).

Le codage a été effectué comme suit : pour 1’hydropathie, Pommié définit trois classes:
hydrophobe (codé 1), neutre (codé 2), et hydrophile (codé 3). Pour le volume, il existe cinq
classes: tres petit (codé 1), petit (codé 2), moyen (codé 3), grand (codé 4) et trés grand (codé
5). Pour la charge, il existe trois classes: charge positive (codé 1), négative (codé 2), ou nulle
(codé 3). Pour la polarité, il existe deux classes: polaire (codé 1) ou non polaire (codé 2).
Enfin, pour la capacité a donner ou accepter des liaisons hydrogene, il existe quatre classes:
donneur (codé 1), accepteur (codé¢ 2), donneur et accepteur (codé¢ 3), ou ni donneur ni
accepteur (codé 4). Les matrices, obtenues par remplacement de la lettre correspondant a un
résidu donné par le nombre codant le parameétre physicochimique associé, sont données en

annexe 2.
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Analyse des matrices

Les anticorps thérapeutiques testés sont répartis en deux catégories. Les « BONS » sont les
anticorps pour lesquels le taux de diméres en chromatographie d’exclusion de taille est
inférieur a 0,15%. Les « MAUVAIS » sont ceux pour lesquels le taux de dimeéres est
strictement supérieur a 0,15%. Pour chaque paramétre physicochimique, la moyenne des
valeurs chiffrées correspondant aux caractéristiques physicochimiques des anticorps de la
catégorie « BONS » est comparée a celle des anticorps de la catégorie « MAUVAIS ». La
comparaison des moyennes, effectuée sur un petit échantillon (n=9) sans notion de normalité
de distribution de la variable (rendue ordinale par encodage), est effectué¢e a 1’aide d’un test

non paramétrique de Wilcoxon. Les calculs sont automatisés grace au logiciel « Stat R ».

3) Résultats

3.1) Analyse physicochimique

Les résultats de la quantification des monomeéres et pics d’oligoméres sont présentés en
annexe 3. Le bilan est présenté dans le tableau ci-aprés (tableau 4). Sur cinquante
microgrammes théoriquement injectés, les quantités de monomeres mesurées en
réfractométrie étaient comprises entre 40 et 50ug sauf pour le golimumab qui était
systématiquement entre 35 et 37 microgrammes (voir données brutes en annexe 3). Les
proportions de dimeres consignées dans ce tableau sont comprises entre 0 et 3% m/m. Le
basiliximab, I’infliximab et I’ipilimumab (anti-CTLA4 indiqué dans le mélanome avancé ou
métastatique) ne présentaient pas de dimeres détectables en UV, MALS ou réfractométrie.

Les proportions d’agrégats sont restées stables tout au long de I’étude (annexe 3).
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Tableau 4

Monomeres Oligomeéres Oligomeéres (%)
moyenne (ug) ecart-type (ug) moyenne (ug) ecart-type (Ug) Moyenne%

Adalimumab 43,670 1,654 0,065 0,056 0,149
Basiliximab 41,715 1,874 / / /

Bevacizumab 40,108 1,871 1,240 0,139 2,999

Cetuximab 38,698 8,985 0,059 0,024 0,152

Golimumab 41,651 5,410 0,353 0,065 0,839

Elotuzumab 35,611 1,985 0,258 0,069 0,718
Infliximab 41,778 2,377 / / /
Ipilimumab 41,015 1,396 / / /

Pertuzumab 40,196 2,773 0,051 0,049 0,127

Rituxumab 48,014 1,317 0,071 0,101 0,148

Trastuzumab 44,104 0,964 0,073 0,020 0,164

Quantification des différentes especes dans les solutions d’anticorps par SEC-UV.
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3.2) Analyse structurale

Les séquences intégrales n’étaient pas toutes disponibles sur les bases de données en ligne. En
particulier, pour le golimumab et I’ipilimumab, n’étaient disponibles que les séquences des

régions variables. Ces anticorps ont donc été éliminés de 1’analyse structurale.

Les séquences alignées des anticorps sont disponibles en annexe 4. L’alignement s’arréte au
niveau de la charniére parce que tous les Fc disponibles étaient identiques a 1’allotype pres,
avec une différence supplémentaire pour le bévacizumab, sous la forme d’une proline insérée
en position 218. Ceci rallongeant théoriquement la longueur du Fc alors que tout le reste est
strictement identique aux autres anticorps, nous avons contacté la base de données, qui a
confirmé sa séquence et n’explique pas cette différence. Les Fc ont été écartés de 1’analyse
pour raison de similarité, a I’exception du parametre allotype et de la différence de structure
du bévacizumab qui seront discutés. De méme pour les Cy1, qui étaient identiques a I’allotype

pres, et des Cy, parfaitement identiques (cf. annexe 4).

Parmi les neuf anticorps analysés (tous sauf ipilimumab et golimumab), huit disposaient de
structures cristallisées de Fab. Ces structures ont été utilisées pour déterminer le coefficient
d’accessibilité au solvant des résidus d’acides aminés discordants entre les Fab des huit
anticorps analysés (tous sauf ipilimumab, golimumab et élotuzumab). Un résidu est considéré
comme « accessible au solvant » des lors que le coefficient dépasse 0,2. Une analyse des
différences de séquences n’a donné aucun résultat permettant d’expliquer les différences de
taux d’agrégats. Nous avons donc décidé de poursuivre I’analyse en codant les parametres
physicochimiques comme précisé dans le matériel et méthodes. Les matrices obtenues sont en
annexe 5. Nous avons ensuite mené 1’analyse statistique sur ces matrices a 1’aide du logiciel
«R». Nous avons classé¢ les anticorps en deux groupes, en fonction du taux d’agrégats
observés en SEC. Pour augmenter la puissance de 1’analyse, nous avons choisi un seuil
arbitraire de 0,15% d’agrégats m/m, ce qui permet de scinder 1’échantillon en deux groupes de
tailles égales. Le seuil de significativité retenu est de 5%. Les résultats sont consignés dans le

tableau 5.

Une seule position ressort statistiquement significative pour deux parametres : hydropathie et
charge (sur fond rouge dans le tableau). Il s’agit du résidu en position 28, au sein du CDR1 de
la chaine légere. Dans le cas des anticorps présentant moins de 0,15% m/m de dimeres, elle

est occupée dans 3 cas sur 6 par une sérine, acide aminé non chargé (charge) et neutre
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(hydrophilie), et dans les trois autres cas respectivement par une glycine, résidu non chargé et
neutre, une phénylalanine, non chargée et hydrophobe, et un acide aspartique, chargé et
hydrophile. Le pertuzumab (anti-HER2 indiqué dans certains cancers du sein) est un cas
particulier, puisqu’il présente en position 28 un acide aspartique, qui est un résidu hydrophile
et chargé retrouvé a la méme position pour tous les anticorps du groupe d’anticorps présentant
plus de 0,15% m/m de diméres. En effet, pour ces derniers, cette position est occupée

strictement par un acide aspartique.
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Tableau 5

Chaine légere

Position hydropathy volume charge polarity hydrogen

1 NA 0,37 0,37 NA 0,37

3 0,10 0,37 NA 0,10 0,10
9 0,10 0,64 NA 0,10 0,10
15 0,10 0,10 NA NA NA
18 NA NA NA NA NA
24 0,72 0,72 0,72 NA 0,72
28 NG o6 0,37 0,05
40 NA NA NA NA NA
41 NA NA NA 0,37 0,37
42 0,37 0,37 NA 0,37 0,37
43 0,10 0,11 0,10 0,37 0,12
46 NA NA NA NA NA
55 1,00 0,37 0,72 0,77 1,00
57 NA 0,72 NA NA NA
61 0,16 0,86 0,24 0,37 0,16
67 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
71 0,37 0,37 0,37 NA 0,37
77 0,37 0,37 NA NA NA
78 0,64 0,38 0,64 NA 0,64
80 NA NA 0,10 NA 0,10
102 0,11 0,10 NA 0,21 0,21
105 NA 0,64 0,64 NA 0,64

Chaine lourde
Position hydropathy volume charge polarity hydrogen

1 0,64 0,64 0,76 NA 0,76

3 0,64 0,37 1,00 0,64 1,00

5 0,11 0,37 0,76 0,21 0,22

7 0,64 0,37 0,64 0,37 0,37
13 0,64 0,38 0,38 0,64 0,38
19 1,00 1,00 0,38 0,64 0,38
23 0,22 0,12 0,38 0,37 0,22
28 0,19 1,00 0,22 0,37 0,16
42 0,37 0,38 1,00 1,00 1,00
64 0,16 0,07 0,89 0,21 0,50
65 0,67 0,28 0,57 0,37 0,79
67 1,00 0,38 0,22 0,64 0,22
75 0,64 0,64 0,64 0,64 0,64
77 0,54 0,64 0,64 1,00 1,00
78 0,37 0,38 0,38 0,64 0,38
89 0,64 0,22 0,22 0,64 0,22
90 0,11 0,38 0,64 0,21 0,21
91 0,64 1,00 0,37 0,64 0,37
95 0,64 0,37 0,64 0,64 0,64
123 1,00 1,00 0,64 0,37 0,37
126 0,22 0,22 0,64 0,37 0,37
131 0,76 0,64 0,64 0,21 0,21
228 0,64 0,64 0,64 0,64 0,64

Analyse statistique de I’influence de parameétres physicochimiques de résidus d’acides aminés

sur la propension a I’agrégation (p-values).
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3.3) Analyse bibliographique des autres facteurs
d’immunogénicité
En dehors de la présence d’agrégats au sein des solutions d’anticorps thérapeutiques, d’autres
facteurs favorisant I’immunogénicité ont ét¢ identifiés dans la littérature. Ces facteurs ont trait
a la structure primaire de l’anticorps (séquence peptidique, glycosylations). Nous avons
compilé les informations de la littérature, afin d’identifier d’éventuels facteurs favorisant soit
I’agrégation, soit directement I’immunogénicité. Les données compilées dans le tableau 6
concernent la cible antigénique, la formulation, I’allotype, la lignée d’expression, la présence
de glycoformes agalactosylées ou fortement mannosylées, les données quantitatives de 1’étude
sur la proportion d’agrégats, le nombre de séquences agrégogenes au sein des chaines lourdes
et des chaines légéres, la demi-vie chez ’'Homme et la fréquence de détection d’ADA parmi

les patients traités.

Nous avons analysé les formulations galéniques, les données relatives a la production, a la
glycosylation et a la présence de séquences agrégogenes(X. Wang et al., 2009) pour chercher
une éventuelle association avec la formation de dimeres et d’oligomeres. Tout d’abord, une
observation rappelant que la seule mesure du taux d’agrégats sans caractérisation plus fine est
insuffisante : les anticorps présentant des pics d’agrégats plus gros que des diméres ne sont
pas ceux qui présentent les plus forts taux de dimérisation (tableau 6). Les anticorps
présentant strictement plus de 0,15% m/m de dimeéres, soit le bévacizumab, 1’élotuzumab
(anti-SLAM-F7 indiqué dans le myélome multiple) et le trastuzumab, ne présentent ni cible
commune, ni concentration plus haute que les autres anticorps, ni composition de tampon
singuliere. Ils sont tous d’allotype GIm(17;1), qui est également retrouvé dans trois des sept
autres anticorps analysés. L’espece d’origine de la lignée d’expression ainsi que la présence
de glycoformes agalactosylées ou high-mannose ne semble pas avoir d’impact non plus au
regard des données disponibles. Nous avons comparé le nombre de séquences agrégogeénes
entre les deux groupes d’anticorps. Un test de student de comparaison de moyennes n’a pas
révélé de différence statistiquement significative au risque o de 5% (p=0.09), peut-&tre par
manque de puissance. Les anticorps présentant plus de 0,15 m/m de dimeres présentaient une

demi-vie moyenne de 17 jours chez I’homme, contre 12 pour les autres anticorps analysés.
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Tableau 6

Glycoformes: APR* Demi-via
e — Conc. Tampon g e o s especes Diméres Oligo- chez Détection
ible urfactan ent dispersan otype Lignée & . .
(mg/mL) pH = B ¥ne =B sans Gal high- (%) méres Chaine Chaine I'Homme ADA
terminal Man légére lourde (i)
. Citrate / . g ] 3.4
Adalimumab  TNF-oL 50 s Polysorbate 80  NaCl / Mannitol G1lml7;1 Hamster oui oui M5 0,15 - 5 ] 15 17-53%""
osphate
CD25 4 Phosphate - Mool /IR0 St saia 2 2 0,00 - 2 g 7,2 1,18-43,6%°°
Saccharose / Glycine
Bevacizumab VEGF 25 Phosphate Polysorbate 20 Trehalose G1ml7;-1 Hamster oui’ oui M5” 3,00 - 5 10 18 o,mw_w_mm
Cetuximahb EGFR 5 Citrate  Polysorbate 80 NaCl / Glycine G1im3;-1  Souris oui® M5/MB" 0,15 -+ 4 10 2,91-4,16 5%% + IgE
Elotuzumab SLAM-F7 25 Citrate  Polysorbate 80 Sucrose G1ml7;1 Souris ? 2 0,72 +/- 4 9 4,6 ?
Infliximab  TNF-o. 10 Phosphate Polysorbate 80 Saccharose G1ml7;1  Souris oui™ M5t 0,00 - 3 7 89,5 14-449%%13
- Tris / acide 2 14,15
Ipilimurmab  CTLA-4 5 5 Polysorbate 80 Mannitol G1m3;1 Hamster ? s 0,00 2 ? ? 15,4 1,1-8,4%%%
pentétique
Pertuzumab  HER2 30 Histidine Polysorbate 20 Saccharose G1ml7;-1 Hamster ? ? 0,13 e 4 ] 18 Nmﬁpm
S 2 o oui =
Rituximab ~ CD20 10 Citrate  Polysorbate 80 Nacl Glml7;1 Hamster  oui = 0,15 2 2 g 19,2 N
M5/7 18,29p%** ™™
Trastuzumab  HER2 21 Histidine Polysorbate 20 Trehalose G1m17;1 Hamster oui®®  ouims® 0,16 - 6 9 28,5 0,1%"

1{Tebbey et al., 2015); 2{Sjégren et al., 2015}; 3{Jani et al., 2014); 4(van Schouwenburg et al., 2013}); 5("simulect.pdf,” n.d.); 6{Sands et al., 2012); 7(Torkashvand et al., 2015); 8(“crp insert - Human-Anti-Avastin-
Manual-200-810-ADG-Lifetech-India.pdf,” n.d.); 9(Ayoub et al., 2013); 10{Hwang and Foote, 2005); 11{Pisupati et al., 2017); 12(Hanauer et al., 2002); 13{Bendtzen et al., 2006); 14{"Yervoy - FDA prescribing
information, side effects and uses,” n.d.); 15 “Attachment: Product Information: Nivolumab - auspar-nivelumab-160823-pi.pdf,” n.d.); 16{Baselga et al., 2012); 17{Montacir et al., 2017); 18{McLaughlin et al., 1998);
15(Schmidt et al., 2009); 20{Gahoual et al., 2014);21(Morita et al., 2016).

*Aggregation-prone regions ou régions pro-agrégantes
**anti-ipilimumab détectés lors de I'association ipilimumab+nivolumab
**¥*21% dans le lymphome, 18,2% dans le pemphigus

icorps de I’étude.

Imes caractéristiques des ant

incipa

Pr
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Nous avons ensuite étudié les associations entre nombre de régions agrégogenes et proportion
de dimeéres, taux d’immunisation (en utilisant le taux maximum observé pour chaque
anticorps) et proportion de dimeéres, demi-vie et proportion d’agrégats, et entre immunisation
et nombre de séquences agrégogeénes (figure 15, et littérature : “Attachment: Product
Information: Nivolumab - auspar-nivolumab-160823-pi.pdf,” n.d.; Ayoub et al., 2013;
Baselga et al., 2012; Bendtzen et al., 2006; “crp insert - Human-Anti-Avastin-Manual-200-
810-ADG-Lifetech-India.pdf,” n.d.; Gahoual et al., 2014; Hanauer et al., 2002; Hwang and
Foote, 2005; Jani et al., 2014b; McLaughlin et al., 1998; Montacir et al., 2017; Morita et al.,
2016; Pisupati et al., 2017; Sands et al., 2012; Schmidt et al., 2009; “simulect.pdf,” n.d.;
Sjogren et al., 2015; Tebbey et al., 2015; Torkashvand et al., 2015; van Schouwenburg et al.,
2013; “Yervoy - FDA prescribing information, side effects and uses,” n.d.). Parmi les
anticorps présentant les demi-vies les plus réduites, le basiliximab et I’infliximab, qui ne
présentent aucun dimere détectable en SEC. La relation attendue était une diminution de la
demi-vie avec 1’augmentation du taux d’agrégats, ce qui n’est pas le cas, et aucune corrélation
n’est mise en évidence entre ces deux paramétres (figure 15A). De méme, si ’hypothése
d’une relation entre immunisation et taux d’agrégats pouvait étre formulée, elle n’a pas été
confirmée dans notre étude (figure 15B). Le coefficient de corrélation entre proportion
d’agrégats et nombre de séquences agrégogenes est augmenté artificiellement par I’importante
proportion d’agrégats retrouvée dans le bévacizumab (figure 15C). Cet anticorps modifie
également les courbes de tendance en 14A et 14B. La séquence du Fc de cet anticorps est
unique, possédant une insertion en position 218 (proline). Cette donnée n’a toutefois pas pu

étre corroborée par une seconde source doit donc étre prise au conditionnel.

Il a été¢ décrit que les motifs agrégogenes contenues dans les séquences des anticorps
thérapeutiques contiennent des épitopes T (Kumar et al., 2012). Nous nous attendions donc a
voir un plus grand nombre de tels motifs dans les anticorps les plus immunogenes en clinique.
Cette relation a été explorée (figure 15D), mais aucune association entre ces deux parametre

n’a été identifiée (R*=0,17).

Ainsi, les quatre anticorps pour lesquels plus de 10% des patients s’immunisent en clinique
sont 1’adalimumab, le basiliximab, I’infliximab et le rituximab. Ils ne sont pas différenciables

des autres anticorps de 1’étude au regard des parametres étudiés ici.

80



A 2 ¥ =1,9255x+ 12,447 B os
R?*=0,1252 *
05
20 y=-0,0796x+0,2326
> . R?=0,1299
X 04
=
S5 15%e H
P = 03
g 3
E s S o2
(=] 'Y E
5 - 01 *
. 2
0o +*
o 0 0,5 1 15 2 25 3 35
0 05 1 15 2 25 3 35
0,1
Agrégats (%) Agrégats (%)
5is y=0,3357x- 3,7914 0,6
C 4 R? =0,3296 D
3 * 05 * y =-0,0513x+ 0,8361
25 —- R?=0,1772
£ o *
2 £ 04
o
g g
@ 203
® 3
o0 £
S Eoz
<
16 01 *
L
1 @
0 L 2 *
i s . 10 11 12 13 14 15 16
Séquencesagrégogénes (nombre) Séquences agrégogenes (nombre)
Figure 15

Analyse des corrélations entre : A. La demi-vie des anticorps en fonction de la proportion
d’agrégats. B. Le taux maximal d’immunisation observé en clinique en fonction de la
proportion d’agrégats. C. Le taux d’agrégats en fonction du nombre de séquences
agrégogenes. D. Le taux maximal d’immunisation observé en clinique en fonction du nombre

de séquences agrégogenes.
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E. Troisieme partie
Role des complexes immuns dans I’immunisation

contre un anticorps anti-TNF-a
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1) Objectifs

Dans la précédente partie de ce travail, nous avons observé que 1’infliximab, malgré une
absence totale d’agrégats détectables par SEC, figurait parmi les plus immunogenes sur le
marché actuel, avec les autres anticorps anti-TNF-o (Bendtzen et al., 2006; Hanauer et al.,
2002; Jani et al., 2014b; van Schouwenburg et al., 2013). Le cas des anticorps anti-TNF-a est
particulier dans la mesure ou ils sont indiqués dans des pathologies inflammatoires
chroniques. Le TNF-a est une cytokine proinflammatoire. Il se trouve sous forme de trimere
soluble ou membranaire, et est surexprimé dans des pathologies telles que la polyarthrite
rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante ou la maladie de Crohn. Le traitement de ces
pathologies chroniques se fait sur plusieurs années voire décennies. L’apparition d’ADA
contre ces anticorps pose des problémes, car elle modifie leur PK jusqu’a mettre le patient en
situation d’échec thérapeutique, ce qui impose un changement de ligne de traitement
(Mulleman et al., 2010). Parmi les facteurs ayant été incriminés dans I’immunisation a
I’encontre des anticorps anti-TNF-a se trouvent notamment des facteurs liés aux médicaments
coprescrits. En effet, la coadministration d’immunomodulateurs tels que le méthotrexate
limite la fréquence d’immunisation et augmente les concentrations résiduelles en anticorps, de
facon dose-dépendante (Krieckaert et al., 2012; Pouw et al., 2015). Il a également été décrit
que le protocole d’administration pouvait avoir un impact sur la fréquence d’immunisation.
En particulier, les périodes d’abstention thérapeutique ou de sous-dosage favoriseraient
I’apparition d’ADA (Mulleman et al., 2010). Le maintien de concentrations suffisantes
d’anticorps anti-TNF-a favoriserait la tolérance au médicament, en « noyant » les complexes
immuns immunogenes dans un flot d’anticorps monomérique tolérogene (Chaigne and
Watier, 2015). Ainsi, selon cette hypothese, les complexes immuns joueraient un réle central

dans I’immunogénicité des anticorps anti-TNF-a..

Ces complexes immuns sont composés de la cytokine, protéine du soi, et de I’anticorps
thérapeutique. Ils sont capturés par des cellules a fonction phagocytaire, comme les
macrophages, les polynucléaires ou les cellules dendritiques, via différents récepteurs ou
molécules d’opsonisation. Dans la littérature, il est décrit I’implication des FcyR, du FcRn et
méme de la protéine Clq (Fanger et al., 1997; Ho et al.,, 2017) du complément dans
I’immunisation et la réponse a I’antigene. Le role du FcRn dans la présentation antigénique, et
en particulier la cross-présentation est décrit depuis une dizaine d’années seulement. Les

immuns-complexes multimériques emprunteraient donc une voie de signalisation différente
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des complexes monomériques, favorisant la cross-présentation et donc I’immunisation (Qiao
et al., 2008). Le FcRn, en protégeant I’antigéne de la dégradation dans le phagosolysosome,
lui permettrait d’étre pris en charge par un systéme de transport I’amenant au cytoplasme pour
qu’il soit pris en charge pour la cross-présentation (Baker et al., 2011). Le FcRn est donc
décrit comme un « booster » de I’immunisation, permettant une prise en charge optimale par
les cellules dendritiques et les macrophages pour une meilleure présentation aux Lt CD4 et
CD8 (Regnault et al., 1999). Toutefois, certains auteurs remettent en cause son caractere
indispensable, notamment Liu et al., qui constatent qu’en I’absence de FcRn, la cross
présentation s’opere quand méme dans les cellules dendritiques (Liu et al., 2011). Enfin,
d’autres ont montré qu’en I’absence totale de FcRn et FcyR, la cross-présentation par les
cellules dendritiques in vivo dans un modéle murin était maintenue tant que le Clq était
exprimé (Ho et al., 2017). Dans le cas de I’administration d’un anticorps thérapeutique dirigé
contre une molécule du soi, ’anticorps représente la molécule étrangeére contre laquelle peut
se monter une réponse immunitaire. En effet, bien qu”humanisé voire totalement humain, il
existe une région totalement inconnue pour I’organisme. Il s’agit du paratope. Une réponse de
type ADA neutralisante peut se produire a 1’encontre de cette zone, et s’appelle alors réponse
anti-idiotypique. L’apparition d’ADA modifie la cinétique d’élimination de D’anticorps

thérapeutique et favorise les sous-dosages, ainsi que la survenue d’effets indésirables.

Notre hypothése était donc que I’immunisation a I’encontre des anti-TNF-a était conditionnée
par la formation de complexes immuns entre 1’anticorps et sa cible. Nous souhaitions
également clarifier le role du FcRn dans ce processus. Nous avons donc administré des
anticorps anti-TNF-o a des souris sauvages et des souris déficientes en FcRn, qui ne
présentent pas de pathologie inflammatoire chronique. Deux types d’anticorps anti-TNF-a ont
été utilisés : des anticorps ne reconnaissant pas le TNF-o murin comme I’infliximab et le
golimumab, et ’adalimumab, un anticorps reconnaissant le TNF-o murin et susceptible de
former des complexes immuns avec ce dernier. Nous avons étudié la réponse immunitaire a
suite a Dinjection par voie intraveineuse de ces deux anticorps. Apres une étude
pharmococitétique, nous avons étudi¢ les réponses immunitaires humorales de type ADA
dans le contexte d’anticorps croisant ou ne croisant pas avec le TNF-o murin. Ces analyses
ont ensuite été complétées par une étude de la réponse cellulaire par cytométrie en flux sur les

rates des souris.
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Crucial Role for Immune Complexes but Not FcRn in
Immunization against Anti-TNF-a Antibodies after a Single

Injection in Mice

Christophe Arnoult,* Guillaume Brachet,""T Diana Cadena Castaneda,* Nicolas Azzopardi,*
Christophe Passot,** Celine Desvignes,i Gilles Paintaud,** Nathalie Heuzé-Vourc’h,§

Hervé Watier,*" and Valérie Gouilleux-Gruart®’

The immunogenicity of infliximab and adalimumab is a major concern because patients may develop Abs also called antidrug Abs
(ADA), directed against these anti-TNF-a Abs after just a few weeks of treatment. These ADAs can lead to a decrease in biologic
concentration, which is associated with lower treatment efficacy. Our aim was to study the involvement of immune complexes and
neonatal Fc receptor (FcRn) in the emergence of ADAs in the case of anti-TNF-a Abs. Wild type and FcRn knockout mice were
injected once with either infliximab or adalimumab, alone or preincubated with TNF-a. Adalimumab cross-reacts with murine
TNF-a whereas infliximab is species specific. When injected alone, only adalimumab elicited a humoral response. By preforming
immune complexes with TNF-«, an anti-infliximab response was elicited. Surprisingly, both wild type and FcRn knockout mice
were able to mount an immune response against anti-TNF-a Abs, suggesting that immune complexes are a major determinant of
this immunization. The Journal of Immunology, 2017, 199: 000-000.

nti-TNF-a Abs are widely used; some are even block-

buster biopharmaceuticals. Like adalimumab and infliximab,

anti-TNF-a Abs are indicated in severe rheumatoid ar-
thritis, in first-line treatment, or in mild cases when disease-
modifying antitheumatic drugs or methotrexate alone have failed to
control disease progression (1, 2). Yet immunization issues leading to
interindividual variability tarnish their success, frequently forcing
clinicians to switch to another treatment line.

The immunogenicity of infliximab and adalimumab is a major
concern, because at least 14% and up to a third of the patients
develop Abs also called antidrug Abs (ADA), directed against
these anti—-TNF-a Abs after just a few weeks of treatment (3, 4).
These ADAs can lead to adverse effects during infusion or to a
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decrease in biologic concentration, which was associated with
lower treatment efficacy (4).

Many factors have been suspected to be involved in the immu-
nization against therapeutic Abs. Even though some have been
refuted, like the degree of Ab humanization (5), or discussed, such as
IgG allotypes (6-8), several other factors have been shown to be
involved, like the dosing and administration schedule, underexpo-
sure to the anti-TNF-a drug (9), coadministration of other drugs
(10), and formation of aggregates (11). Complexes can be formed
between several molecules of the therapeutic Ab (aggregates) or
with its target Ag as in classical immune complexes (ICs) to con-
stitute target-related ICs (TRICs) (12). It has been shown that mAbs
are immunogenic in vivo when they form TRICs (13). This phe-
nomenon can be understood in the light of the recent literature
concerning IC presentation by immune cells via the neonatal Fc
receptor (FcRn) and with the work of Foss et al. (14), who recently
demonstrated that TRICs are more efficiently transcytosed than
monomeric mAb via FcRn. These mechanisms bring into play the
well-described functions of FcRn, extension of IgG half-life, IgG
biodistribution, and involvement in humoral and antitumoral im-
mune response through IC presentation by immune cells (15, 16).

The present work focuses on the ability of TRICs to trigger a
primary immune response (i.e., after a single injection) against
anti-TNF-a Abs in the presence or absence of FcRn. To investi-
gate this, anti-TNF-a Abs were administered to wild type and
FcRn knockout (KO) mice and the formation of ADA was mea-
sured. The first Ab, infliximab, specifically recognizes human
TNF-a (hnTNF-a) whereas the other, adalimumab, cross-reacts with
mouse TNF-a (mTNF-a), allowing for the evaluation of the role of
TRICs and FcRn in ADA formation.

Materials and Methods
Abs
The following mAbs were used: infliximab and golimumab (anti-TNF-a

IgGl; MSD), adalimumab (anti-TNF-a IgGl; Abbvie), and rituximab
(anti-CD20 IgG1; Roche).
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Administration of anti-TNF-a mAb in wild-type and FcRn
KO mice

Six- to eight-week old C57BL/6 wild-type (WT) mice were obtained from
Janvier (Saint-Berthevin, France). The B6.129 X 1-Fcgrttml Dcr/Der]
(fegrt™"") mice were generated by the Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME). A targeting vector was designed to replace 1588 nucleotide frag-
ments (encoding promoter sequence 5’ of the transcriptional start site,
exon 1, intron 2, and most of exon 2) with a PGK-Neor cassette. The vector
was electroporated into 129 X 1/SvJ-derived ESV/J-1182 embryonic stem
cells. Correctly targeted embryonic stem cells were injected into recipient
C57BL/6J blastocysts. The resulting chimeric animals were crossed to
C57BL/6] mice. The mice were then backcrossed to C57BL/6J for 11
generations. All experiments were performed in accordance with national
animal care guidelines (EC directive 86/609/CEE, French decree number
87-848), and were approved by the Val-de-Loire Animal Experiments
Committee of Ethics (approval number 2012-04-09). Body weight was
monitored throughout the study as an indicator of health status. After 1
wk of adaptation period in the same room, WT and FcRn KO mice were
anesthetized with isoflurane 2.5% and intravenously injected by a
retro-orbital route, with a single dose of 4 mg/kg adalimumab or
infliximab. Blood samples were collected at 2 and 6 h, and on days 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 13, 14, and 21 after adalimumab or infliximab
injection. Blood samples were centrifuged at 1500 X g for 15 min, and
sera were stored at —20°C until measurement of infliximab, adalimumab,
or ADA levels.

Injection of hTNF-a /anti—-TNF-a mAb immune complexes in
WT and FcRn KO mice

ICs were generated in vitro by mixing anti-TNF-a Ab and hTNF-a
(Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France), respectively in a 1:2 molar ratio,
and left for 1 h at room temperature. The final concentrations in PBS were
500 pg/ml for anti-TNF-a Ab and 116 pg/ml for hTNF-a. Next, 200 wl
were intravenously injected by a retro-orbital route. Blood samples were
collected before mAb injection, and on days 5, 7, 10, and 21 for infliximab
and adalimumab, or on days 3, 10, and 20 for golimumab.

Pharmacokinetic analysis

The serum concentrations of infliximab and adalimumab were measured
using validated ELISA techniques (17, 18). Briefly, recombinant hTNF-«
was coated on the solid phase and recognized by infliximab or adalimumab,
and the therapeutic Ab was detected by an anti-human IgG Fcy-specific Ab
conjugated to HRP.

ADA and TNF-a ELISA

Briefly, 96-well flat-bottom plates were coated with 1 pg per well of
adalimumab, infliximab, or golimumab in 0.1 M NaCO;/NaHCO; buffer
(pH 9.6) in the case of ADA ELISA, or with 200 ng per well of human or
murine TNF-a (Peprotech, Neuilly-sur-Seine, France) in TNF-a ELISA.
The plates were incubated for 12 h at 4°C. Washing steps were performed
with PBS, 0.1% tween 20, plus 5% casein in the blocking step or in mAb
dilutions. Serum dilutions (1:100 unless otherwise specified) were incu-
bated at room temperature for 1 h. Specific binding was detected by using
either peroxidase-labeled donkey anti-mouse IgG (H+L) (Jackson Labo-
ratory) for 1 h at room temperature in ADA ELISA, peroxidase-labeled
goat anti-human IgG (H+L), peroxidase-labeled anti-IgG Ab (anti-Fc;
Jackson Laboratory) or with a peroxidase-labeled anti-IgM Ab (anti-Fc;
Jackson Laboratory). The reaction was developed by adding 100 wl of
tetramethylbenzidine (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) for 20 min and
stopped with 50 wl H,SO4 0.5 M. Absorbance was measured at 450 nm
with a Mithras LB 940 Multimode Microplate Reader (Berthold Tech-
nologies, Thoiry, France).

Flow cytometry analysis

Mice spleens were analyzed 2 or 6 d after Ab injection. Single-cell sus-
pensions were isolated with Spleen Dissociation Kits (Miltenyi Biotec,
Paris, France). Total leukocyte cell counts were performed and 1 X 10° cells
were analyzed by flow cytometry. FcyR were first saturated by cell incu-
bation with an anti-FcyRII/FcyRIII mAb (2.4G2; BD Pharmingen, San
Diego, CA) for 20 min. Then cells were incubated with fluorochrome-
conjugated specific Abs, in PBS containing 2% SVF and 0.1% sodium
azide at 4°C for 60 min. Cells were analyzed using a FACS Gallios
equipped with Kaluza software (Beckman Coulter, Villepinte, France).
Anti-mouse CD3-FITC, Ly-6¢c PE-CF594, CD11c PerCP-Cy5.5, CD45R/
B220 PE-Cy7, CD11b APC-Cy7, and corresponding control isotypes were
purchased from BD Pharmingen.

IMMUNE COMPLEXES AND IMMUNIZATION AGAINST mAbs

Statistical analysis

Flow cytometry and ELISA data are expressed as mean and SD of inde-
pendent experiments. The Mann—Whitney U test was used to determine
significant differences unless otherwise specified. Statistical analysis
was performed using GraphPad Prism 5. The a risk was set at 5%. The
level of significance is indicated on the figures as *p = 0.05, **p = 0.01,
and ***p = 0.001.

Results
Adalimumab and infliximab have different elimination profiles
in WT mice

To measure the relation between anti-TNF-a mAb concentrations
and the formation of ADA, adalimumab and infliximab concen-
trations were monitored for 21 d in the serum of WT and KO mice
after a single 4 mg/kg mAb injection (Fig. 1). As expected, serum
concentrations of both mAbs were undetectable after 7 d in FcRn
KO mice. An acceleration of mAb elimination, with a nonlinear
decrease, was observed especially for adalimumab in WT mice,
suggesting the formation of ADA.

ADA follow-up formation reveals immunization against
adalimumab but not infliximab in both WT and FcRn KO mice

ADA formation against adalimumab or infliximab was monitored
in both WT and FcRn KO mice after a single mAb injection. The
results, presented in Fig. 2, show that ADA are detected earlier in
FcRn KO than in WT mice after adalimumab injection (day 4 and
day 6 respectively). Even though ADAs occurred earlier in FcRn
KO mice, the titers obtained in WT mice seem to be higher
(Fig. 2C). The two main mechanistic explanations for this phe-
nomenon are a booster role of FcRn in the humoral response,
leading to increased Ab production in WT mice, and the protection
of these IgGs from lysosomal degradation by FcRn. ADA detection
with an anti-mouse-IgG—specific or an anti-mouse-IgM-specific Ab
revealed that the response is mainly an IgG response with very low
IgM levels. By contrast, infliximab did not induce any ADA re-
sponse up to 21 d after injection in both WT and FcRn KO mice
(data not shown).

TRICs are involved in ADA development

Our hypothesis was that infliximab did not induce ADA due to
the lack of TRIC formation with the endogenous mTNF-a,
whereas adalimumab cross-reacts with mTNF-a and therefore
generates TRICs following injection. First, the species speci-
ficity of anti-TNF-a mAbs was assessed. As shown in Fig. 3,
adalimumab binds both human and murine TNF-o whereas
infliximab only binds hTNF-a. Rituximab, an anti-CD20 mAbD,
was used as a negative control. Then, infliximab-containing
TRICs were constituted in vitro by mixing hTNF-a and in-
fliximab prior to injection to WT and FcRn KO mice. No ADA
could be detected by ELISA in WT or FcRn KO mice injected
with infliximab alone. On the contrary, high amounts of in-
fliximab ADA were measured in WT and FcRn KO mice
injected with in vitro—formed infliximab-containing TRICs
(Fig. 4). No anti-TNF-a Abs were detected in mice injected
with recombinant hTNF-« alone. Altogether, these data showed
that artificially formed TRICs are able to elicit an immune re-
sponse to infliximab. In FcRn KO mice, ADA formation has
different kinetics depending on the injected mAb, with anti-
adalimumab Abs appearing more rapidly than anti-infliximab Abs,
whereas ADA decreased more quickly in FcRn KO mice than in WT
mice for both mAbs. We injected a 10-fold higher concentration of
adalimumab (40 mg/kg), and showed that immunization occurred
later in these mice, suggesting that dilution of the immune complexes
in a tide of uncomplexed Abs delays ADA formation.
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FIGURE 1. Pharmacokinetics of inflix-
imab and adalimumab after a single 4 mg/kg
injection. Median serum concentrations
over time for adalimumab (triangles) and
infliximab (circles) in WT mice (black) and
KO mice (gray) for each Ab. Each data set
(n = 7 per group) corresponds to mean *

SEM.
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Degree of humanization is not responsible for adalimumab

immunogenicity

The lack of immunogenicity of infliximab alone could be because
its variable domains are murine, whereas adalimumab has human
variable domains. To address this, a new set of experiments was
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(A) Detection of IgM ADA against adalimumab in WT (n = 7) and FcRn KO mice (n = 8). ADA formation was evaluated by blood sampling over 3 wk
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(B) and 1:1000 for (C)]. (D) Detection of IgG ADA against adalimumab at 4 mg/kg in WT (n = 7) and FcRn KO mice (n = 8) or at 40 mg/kg in WT mice
(n =7). ADA formation was evaluated by blood sampling over 3 wk and measured by ELISA in the serum (diluted at 1:100). *p < 0.05, **p < 0.01,
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FIGURE 3. Analysis of anti-TNF-a mAb specificity by ELISA.
Adalimumab and infliximab were tested in a human and murine TNF-o
ELISA. The anti-CD20 rituximab was used as a negative control. Results
of three independent experiments are presented as mean = SEM of ab-
sorbance values in arbitrary units (AU). ***p < 0.001.

golimumab-TRICs (Fig. 5B). These results were confirmed
by repeating the experiment and performing ELISA with an
anti-IgG HRPO-labeled murine-Fcy-specific Ab (data not
shown).

TRICs induced a cellular immune response in both WT and
FcRn KO mice

Spleens of WT and FcRn KO animals injected with adalimumab
were harvested on day 2 or day 6 to examine the cellular pop-
ulation. Spleens from naive animals were used as control (day 0 in
Fig. 6). As shown in Fig. 6A, the size of the spleen increased 2 d
after adalimumab injection, with a largely more pronounced effect
in FcRn KO mice. This phenomenon was described in all mice by
total splenocyte count (Fig. 6A), and a return to a normal count
was observed on day 6. Flow cytometry analysis revealed that the
increase in cell count on day 2 after adalimumab injection was
observed for B cells (B220%), T lymphocytes (CD3"), dendritic
cells (Ly6c*/CD11b"), and neutrophils (CD11¢*/CD11b") with a
1.43-1.97 ratio (day 2/day 0) compiling all FcRn KO and WT
mice data (Fig. 6B). As expected, ratios were higher in FcRn KO
(1.73-2.24) as compared with WT mice (1.40-1.57) for all cell
types. This increase in cell count was more pronounced for the
B cell ratio (2.24 in FcRn KO versus 1.45 in WT mice), and
dendritic cells (1.97 in FcRn KO versus 1.40 in WT mice), fol-
lowed by a milder increase in neutrophils (1.84 in FcRn KO versus
1.43 in WT mice) and T cells (1.73 in FcRn KO versus 1.57 in WT
mice).

Discussion

The immunogenicity of therapeutic mAbs is a complex phe-
nomenon that can occur during treatment with them, leading to
the formation of ADA-related ICs and a profound alteration in
mAb pharmacokinetics in most patients (9, 19, 20). These
ADA-related ICs are defined as complexes formed by the
binding of ADA to mAbs, particularly to the mAb idiotypes,
because paratopes remain immunogenic whatever the degree of
humanization of mAbs (5). This phenomenon has been seen in
patients treated with infliximab or adalimumab, and measure-
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ment of ADA is often a warning sign of upcoming treatment
failure after an initial response (9, 21, 22). To prevent immu-
nization, it is necessary to understand the mechanisms leading
to the formation of ADA. Our study shows that TRICs, but not
FcRn, are essential to trigger an immune response (i.e., after a
single injection) against anti-TNF-a Abs. Moreover, although
the crucial role played by FcRn in the development of humoral
immune responses has been demonstrated by several studies
(23, 24), our data fit better with a booster role for FcRn (25).
Most of these studies were carried out using OVA because the T
epitopes are well characterized and can be followed up, but the
specific case of anti—-TNF-a Abs is different. In our study, the
Ags are Abs that form TRICs that elicit an immune response
after the first injection (or not in the case of infliximab). This
point could modify the kinetics of the immune response. In our
animal model, we first confirmed that the presence of ADA
modifies the pharmacokinetics of therapeutic Abs. Adalimumab
displayed a faster log-linear elimination than infliximab but,
above all, an accelerated terminal elimination, characteristic of
the development of ADA (26, 27). This acceleration was ob-
served in all mice treated with adalimumab, independent of the
FcRn status even if elimination was clearly faster in FcRn KO
mice (28). Adalimumab binds mTNF-a as described by the
European Medicines Agency (2) and confirmed by ELISA. We
hypothesized that with adalimumab treatment TRICs would be
formed and could in turn cause immunization. To address this, we
incubated infliximab and TNF-a to form TRICs, which were able
to induce anti-infliximab Abs after injection in both WT and FcRn
KO mice.

The Abs used differ in several ways, and one could ask
whether the results are biased due to confounding factors.
Adalimumab is a fully human therapeutic mAb. To discard the
possibility that immunization could be a result of the presence of
human portions in the protein sequence, we performed similar
experiments with golimumab, another fully human anti—-TNF-a
mAb very specific for "TNF-a. The absence of anti-golimumab
Abs supports the idea that mAb humanization is not responsible
for the development of ADA in our model. However, as ob-
served with infliximab, golimumab-containing TRICs injected
into mice were able to elicit an anti-golimumab response. Apart
from the degree of humanization, allotypes have been sus-
pected to participate in the immunization process in chronic
inflammatory diseases, even though the results were negative
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< -o- infliximab
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FIGURE 4. In vitroformed infliximab containing TRICs leads to
infliximab ADA development. WT and FcRn KO mice were injected either
with the anti-TNF-a mAb alone (solid lines) or with in vitro—formed
infliximab containing TRICs (dashed lines). Infliximab ADA were mea-
sured in the serum of mice (four mice per group) at indicated times after
injection. The results correspond to mean = SEM of absorbance values in
arbitrary units (AU). On day 21, there was no statistically significant dif-
ference in the ADA titer between WT or FcRn-KO mice injected with
preformed ICs (p = 0.056).
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FIGURE 5. (A) Analysis of golimumab specificity for hTNF-a by
ELISA. (B) Injection of WT mice with golimumab alone or with
in vitro—formed TRICs with golimumab and hTNF-a. Golimumab
ADA were measured in the serum of mice (four mice per group) at
indicated times after injection. The results correspond to mean *
SEM of absorbance values in arbitrary units (AU). *p < 0.05,
*%p < 0.01.

(6). All the Abs used in this study shared the same allotype
(G1lm17; 1), which discards this hypothesis. Finally, the in-
trinsic characteristics of the TRICs themselves, such as their
size (25), are involved in their trafficking and condition the
type of immune response elicited (29). But FcRn~’~ mice also
mount an immune response against these ICs, which discards
this possibility. Moreover, infliximab incubated with hTNF-a
also elicits an immune response. Altogether, these data con-
firmed that TRICs are necessary to elicit a primary immune
response in the case of anti-TNF-a Abs.

FcRn is involved in the recycling and transcytosis of IgGs
and monovalent immune complexes (30). But, surprisingly,
ADAs were detected in both WT and KO FcRn mice, sug-
gesting that FcRn is not necessary for immunization against
anti-TNF-a Abs. In addition, anti-adalimumab Abs appeared
more rapidly in FcRn KO mice than in WT animals. Several
studies performed in FcRn KO models show that mAb phar-
macokinetics are clearly impaired and that IgG biodistribution
is affected differently depending on the organ tested (28, 31).
We hypothesized that, in the absence of FcRn, adalimumab
would not be recycled and that, its biodistribution outside the
vascular compartment being altered, it would be fully avail-
able to form ICs with its target, especially in places such as
mesenchymal lymph nodes, where ADA concentrations re-
main sufficient to form TRICs due to resident plasma cells as
described by Baker et al. (16). TRICs would then be able to
rapidly induce an immune response, characterized by IgG and

low IgM ADAs, probably via FcyR binding and MHC class 11
presentation (30, 32, 33). Another nonexclusive hypothesis is
that the concentrations of free adalimumab are lower in
FcRn~/~ mice, and that their tolerogenic effect over TRICs is
therefore shorter. Although dependence of Ab-mediated pre-
sentation of Ag on FcRn has been described in the case of
secondary humoral response (15, 25), its absence could
probably be overcome by other molecules for IC routing and
MHC class II presentation as suggested in our model. The
ADA response has a cellular component as observed by the
increase in dendritic or monocyte counts as well as B or T cell
counts in the spleen of immunized animals. This cellular im-
mune response is necessary to lead to the humoral response
and is proportional to the amount of ADA generated. Chen
et al. (28) have shown that in the liver or the spleen, FcRn may
exert its transcytosis function to transport IgGs out of the
tissue. In the absence of FcRn, mAbs or TRICs might be
retained in the spleen, thus participating in the increased im-
mune response. Simultaneously, the absence of FcRn leading
to accelerated clearance of adalimumab could also explain the
faster clearance of ADA in FcRn KO mice as compared with
WT. The involvement of this mechanism in ADA kinetic dif-
ferences is sustained by the kinetics observed with preformed
TRICs in our model. In this case, anti-infliximab Ab formation
occurs without delay. The question remains as to which FcyRs
participate in this immune response. The cellular counts per-
formed on the harvested spleens show an increase in multiple
cell populations 2 d after the injection of preformed TRICs,
which include dendritic cells (CD11¢*/CD11b*), neutrophils,
and monocytes (LY6¢*/CD11b*). These cells express the ac-
tivating murine FcyRI (monocytes, dendritic cells), FcyRIII,
and FcyRIV (dendritic cells, neutrophils, and monocytes),
which could all play a role in this process. However, because
of the numerous differences between humans and mice in
terms of FcyR (34), caution must be used for extrapolation to
the clinical situation.

In humans, ADAs have been detected in a large number of
patients treated with anti-TNF-o mAbs. Underexposure to
mAbs has been clearly demonstrated in patients as a risk factor
of immunization (19, 20). This approach does not take into
account the evaluation of specific TRICs, which are known to
skew the dosage of ADAs in the serum (35). The nature of the
target may also participate in the formation of ICs. In that
context, TNF-a is a good candidate because it is composed of a
trimer and exists as a soluble Ag that is more prone to form
multimeric ICs. The three Abs used in this study target TNF-a
in different ways. Adalimumab and infliximab stabilize TNF-a
as a trimer, whereas golimumab binding does not prevent monomer
exchange with unbound trimers (36), which could explain the
rather important variability observed in the anti-golimumab re-
sponses. This could explain the higher levels of ADA found with
anti-TNF-a than with biologics directed against other molecules,
along with the inflammatory profile of the pathologies involving
high titers of TNF-o.

It is important to bear in mind that this study was performed
using FcRn KO mice, meaning that the bioavailability of the
TRICs is altered compared with WT mice, and that full FcRn
deficiency has not been seen so far in humans.

It has been documented that low concentrations of anti-TNF-a
Abs are associated with increased ADA formation in patients (21),
and hypothesized that maintaining high concentrations of mono-
meric Ab could prevent the immunization process (12). In the case
of anti-TNF-« therapy and primary immune response in mice, we
show that this is true.
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2) Principaux résultats

Dans ce travail, nous avons exploré¢ le role des complexes immuns dans I’immunisation de
souris contre des anticorps thérapeutiques anti-TNF-o. Nous avons administré de
I’adalimumab et de I’infliximab a des souris exprimant le FcRn ou non. Dans les deux lignées
de souris, apparait une immunisation contre 1’adalimumab. Ces résultats montrent que la
présence du FcRn n’est pas nécessaire a I’immunisation contre les anti-TNF-a. Les ADA
apparaissent plus tot chez les souris déficientes en FcRn par rapport aux souris sauvages. Elles
présentent ¢galement un infiltrat cellulaire splénique plus riche en cellules dendritiques,
cellules de la lignée monocytaire, polynucléaires neutrophiles, lymphocytes B et T.

Cette immunisation est observable suite a 1’injection d’adalimumab, qui est capable de fixer
le TNF-o murin, mais pas avec I’infliximab qui est spécifique du TNF-o humain. Lorsque
I’infliximab est incubé avec du TNF-a humain avant injection chez la souris, il se forme des
ADA anti-infliximab, montrant que I’immunisation est conditionnée a la présence des

complexes immuns.
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F. Discussion

Le FcRn est responsable de la longue demi-vie des IgG (Roopenian and Akilesh, 2007).
Néanmoins, toutes les IgG ne présentent pas la méme affinité pour ce récepteur, ce qui
participe aux différences de PK observées entre des molécules de sous-classes différentes.
Méme au sein d’une unique sous-classe d’immunoglobulines, des modifications, y compris a
distance du site d’interaction peuvent modifier la PK (Monnet et al., 2015; Schlothauer et al.,

2013; Ternant et al., 2016).

Les ADC sont des biomédicaments utilisant un Fc fonctionnel, et donc les propriétés
inhérentes a la liaison au FcRn, notamment le recyclage et la biodistribution. La
bioconjugaison d’adduits, comme la védotine pour le brentuximab, peut se faire sur les
cystéines libérées par réduction des ponts disulfures interchaines, donc a distance du site de
liaison au FcRn. La présence de ces adduits pourrait toutefois modifier la souplesse de la
charniére, ou modifier I’affinité de I’ADC pour ce récepteur par des mécanismes de liaisons
non covalentes, notamment en raison de I’hydrophobicité de la védotine. Cette augmentation
de I’hydrophobicité a la surface de la molécule est d’ailleurs sensible, puisque c’est elle qui
permet la purification des especes présentant des DAR différents par HIC. Le couplage sur les
ponts disulfures présente la particularit¢ d’aboutir a une solution hétérogéne d’especes de
DAR pair. Au sein de la solution commerciale d’Adcetris (brentuximab-védotine), se trouve
un mélange d’anticorps présentant un DAR de 0 (E0), 2 (E2), 4 (E4), 6 (E6) et 8 (E8). Cette

solution présente un DAR moyen de 4.

L’analyse de la PK de ces différentes espéces in vivo dans un modele murin a montré une
clairance plus élevée pour les ADC de DAR égal a 8. Les especes les plus couplées
présentaient a la fois une PK défavorable et une toxicité plus importante (Hamblett et al.,
2004). Dans cette ¢tude, la clairance d’ES8 était trois fois supérieure a celle d’E4, ce qui nous a
amenés a émettre 1’hypotheése qu’E8 possédait une moins bonne affinit¢ au FcRn a pH6 ou
une affinité supérieure a pH7 par rapport a E4. Pour tester I’hypothése de diminution
d’affinité a pH6, nous avons utilisé un test de compétition pour la liaison au FcRn contre une
IgG1 couplée a I’Alexa Fluor 488 par cytométrie en flux. Le rituximab et le panitumumab ont

été utilisés comme IgG1 et IgG2 de référence. L’IgG2 sert de témoin « faible » puisque
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’affinité de cette sous-classe pour le FcRn est connue comme étant moins bonne que celle des
IgG1. Le brentuximab-védotine « Adcetris » ne présentait pas de différence significative en
termes de capacité de déplacement de I’anticorps fluorescent par rapport a 1’'IgGl de
référence. Les especes E4 et E6 non plus, ce qui était attendu puisqu’elles représentent a elles
deux plus de 50% de la quantité totale d’ADC. La réponse de la fraction E2 est plus faible que
celle du brentuximab non conjugué (E0). A partir d’E2, les réponses en termes de compétition
augmentent avec le DAR. La fraction E8 présente une liaison au FcRn a pH6
significativement supérieure a celle de toutes les autres especes, ce qui €tait inattendu puisque
notre hypothese de départ était que les phénomenes d’encombrement stériques au niveau de la
charniére géneraient les interactions avec le FcRn, ce qui aurait expliqué la clairance plus
importante de ces especes chez la souris. Nous avons donc testé ces fractions en SPR, qui
étaient cohérents avec ceux du test de compétition en cytométrie : les espéces avec un DAR

plus ¢élevé présentaient une plus grande affinité pour le FcRn a pH6.

Une augmentation de ’affinité a pH7 pourrait expliquer la clairance élevée des espéces a fort
taux de couplage. Cependant, les analyses en SPR a pH7 ne montrent pas d’augmentation du
niveau de liaison de ces espéces par rapport aux espeéces moins voire pas couplées a la
védotine. Le mécanisme responsable de 1’augmentation de la clairance et de la toxicité n’est
donc probablement pas directement 1i¢ a une diminution de la capacité des especes les plus

couplées a se lier ou a se dissocier du FcRn.

Le FcRn possede d’autres fonctions que le recyclage et la transcytose. Il est en effet impliqué
dans I’¢limination des complexes immuns et la présentation de I’antigéne (Baker et al.,
2013b). Cette fonction passe par un regroupement des molécules de FcRn, qui s’opere en
présence de complexes présentant simultanément plusieurs Fc (Wang et al., 2017). FcRn ne
reconnait pas d’antigéne, et la nature du complexe poly-Fc n’a donc pas d’importance.
L’augmentation du taux de couplage augmente la quantité d’agrégats en solution. En effet, les
especes E6 et E8 présentaient un taux de dimeres d’environ 6% et présentaient également un
pic d’agrégats plus gros que des dimeres. Nous avons cherché a savoir si ces taux d’agrégats
¢taient caractéristiques des especes les plus fortement couplées, ou s’ils étaient causés par des
stress survenus lors des étapes de purification. Cette information est capitale, puisque les
agrégats sont des complexes d’anticorps, et peuvent biaiser les expériences d’affinité en

ajoutant un phénomene d’avidité (Bajardi-Taccioli et al., 2015).
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La purification par chromatographie d’interaction hydrophobe est une technique certes non
dénaturante, mais utilise néanmoins de fortes concentrations de sel ainsi que des solvants
organiques comme I’isopropanol, qui auraient pu augmenter artificiellement la proportion
d’agrégats en solution (Bobaly et al., 2016; Rubin et al., 2013). Afin de vérifier que ce n’était
pas le cas, nous avons comparé le taux d’agrégats présents dans la solution commerciale
d’Adcetris a celui qui existerait dans une solution virtuelle recomposée a partir des especes
purifiées. Nous avons donc multiplié le taux d’agrégats de chaque espéce (EO, E2, E4, E6 et
E8) par leur proportion respective dans la solution d’Adcetris. Dans la solution d’Adcetris,
nous mesurons par SEC un taux de dimeres de 2,4% et un taux d’oligomeres de 3%. Par
calcul, nous obtenons pour la solution virtuelle recomposée des taux de dimeéres et
d’oligomeres de 2,69% et 3,80% respectivement. Ces taux sont trés proches, ce qui infirme
I’hypothese d’artefact. Une étude portant sur les conditions de purification a récemment
confirmé qu’en maintenant un taux d’isopropanol inférieur a 15% et un pH neutre, le stress
appliqué aux especes était minime (Bobaly et al., 2016). Au plus fort du gradient, la quantité
d’isopropanol atteint 16%, ce qui est tout a fait acceptable. En représentant sous forme de
nuages de point les niveaux de réponse des tests de liaison au FcRn en fonction de la
proportion d’agrégats, nous avons observé une corrélation de coefficient R? égal a 0,8363
pour la SPR contre 0,4498 pour le test de compétition en cytométrie en flux. La SPR semble
donc dans ces conditions étre plus sensible au phénomene d’avidité que le test cellulaire. Il a
récemment été décrit que la densité de FcRn a la surface de la puce utilisée en SPR était
importante pour la justesse des résultats (Abdiche et al., 2015). Nos conditions de saturation
ne sont pas optimales, puisqu’elles font apparaitre deux sites d’affinités distinctes alors que
ces sites présentent physiologiquement la méme affinité. Le test de compétition par
cytométrie en flux présente [’avantage d’étre réalis¢é sur du FcRn enchassé dans une
membrane cellulaire. Dans ces conditions, il dispose d’un ancrage physiologique, avec
certains degrés de liberté. Néanmoins, ce test ne permet pas de calculer une constante
d’affinité, puisqu’il se contente de mesurer 1’intensité de fluorescence des cellules analysées.
D’autres techniques d’évaluation de D’affinit¢ au FcRn existent, comme par exemple les
chromatographies d’affinité au FcRn, qui peuvent étre effectuées en gradient de pH (Borrok et

al., 2015; Schlothauer et al., 2013).

Si I’existence d’agrégats dans les solutions d’ADC et d’anticorps thérapeutiques en général ne
constitue pas un artifice, leur impact sur les niveaux de réponse, comme dans le test de liaison

au FcRn, par le biais du phénoméne d’avidité qu’ils provoquent, est bien réel. Il a été montré
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que dés le stade de dimeéres, les agrégats pouvaient présenter une fonctionnalité altérée, avec
toutefois des variabilités en fonction du type de stress responsable de leur formation (Paul et
al., 2012). De plus, ces diméres ont un autre effet, qui est de s’associer a d’autres molécules
d’anticorps pour former des agrégats de taille plus grande (Bria et al., 2015). Les dimeéres
d’anticorps monoclonaux peuvent étre présents dans la solution meére, et altérer la qualité de
cette derniére au cours de la période de stockage. Ces solutions sont destinées a une
administration parentérale chez ’Homme, ce qui rend nécessaire une parfaite connaissance
ainsi qu’une maitrise totale de leur évolution qualitative lors du stockage. Or, dés 1’opération
de conditionnement pharmaceutique, il existe un certain niveau d’hétérogénéité, avec des

formes présentant des modifications post-traductionnelles (Brorson and Jia, 2014; Liu, 2017).

Dans le meilleur des cas, ces modifications sont sans effet, ou diminuent seulement
I’efficacité de la fraction d’anticorps concernée, comme c’est le cas pour les diméres. Au pire,
certaines de ces impuretés peuvent provoquer des effets indésirables tels que des réactions a la
perfusion, ou favoriser une immunisation a I’encontre de I’anticorps, ce qui peut aboutir la
aussi a une perte d’efficacité ainsi qu’a des réactions a la perfusion, en plus d’altérations de la

PK.

Nous avons ¢étudié les proportions de diméres présentes dans des solutions d’anticorps
thérapeutiques mises sur le marché. La proportion d’agrégats générée par une solution
protéique dépend entre autres de certaines glycoformes, de la concentration en protéines, de la
composition du tampon en surfactant et en termes d’osmolarité, du pH et de la température de
stockage (Bickel et al., 2016; Kameoka et al., 2007; Kayser et al., 2011; Mabhler et al., 2009;
Zorrilla et al., 2004). Pour nous affranchir d’un maximum de facteurs de variabilité dans cette
analyse, nous avons remplacé le solvant commercial par un tampon PBS neutre et ajusté la
concentration de chaque solution a Img/mL. Les solutions ont toutes été stockées a +4°C
avant utilisation et durant toute la durée des manipulations. Les glycoformes sont spécifiques
a chaque systéme d’expression, ce biais aurait pu étre corrigé par une déglycosylation
préalable. Cette étape s’opere a 37°C pendant 24 a 48heures, et aurait pu constituer un biais,
dans I’hypothése ou tous les anticorps n’auraient pas la méme sensibilité au stress thermique.
Les injections ont été réalisées en triplicat, trois fois, a JO, J7 et J14. Les quantités d’agrégats
sont restées constantes sur la durée de 1’étude, de méme que les proportions par rapport au
monomere. Ceci é€tait attendu, puisqu’aucun stress n’est appliqué sur les solutions, et que la

concentration d’Img/mL est en régle générale une condition neutre pour la stabilité colloidale.
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Le protocole de remplacement du tampon par du PBS fait intervenir de la centrifugation sur
membrane de 10kDa. En plus de constituer un stress pour les anticorps, cette technique
n’¢limine jamais totalement les excipients mais les dilue. En effectuant trois passages de
centrifugation, on dilue entre 100 et 5000 fois les excipients, en fonction de la concentration
initiale en anticorps. Pour le golimumab par exemple, la concentration dans le stylo
d’injection est de 100g/L, et le facteur de dilution final est de 5000, le plus important de notre
¢tude. Toutefois, cette formulation nécessite également de grandes quantités de surfactant
pour rester stable (80mg de « polysorbate 80 » pour 100mL). Les concentrations résiduelles
de polysorbate peuvent modifier la quantité d’agrégats, et ce produit absorbant a 280nm,
pourraient étre a I’origine de I’erreur de dosage en spectrophotométric UV qui a conduit a
surestimer la concentration d’anticorps dans la solution de travail, d’ou la quantité

systématiquement inférieure a 40pug vue en réfractométrie.

La proportion d’agrégats la plus importante mesurée est de 3%, pour le bévacizumab. Cet
anticorps ne présente pas un taux d’immunisation élevé dans les essais cliniques ou cette
information a ét¢ documentée (“crp insert - Human-Anti-Avastin-Manual-200-810-ADG-
Lifetech-India.pdf,” n.d.). Ce chiffre reste inférieur au seuil de 5% de dimeéres proposé par
certains auteurs comme limite a ne pas dépasser (Obrezanova et al., 2015). Pour mémoire, cet
anticorps présentait une insertion dans le Fc. Il s’agit de la seule discordance entre les
différents Fc des anticorps de cette étude mis a part le polymorphisme de ’allotype. Pour le
basiliximab, I’infliximab et I’ipilimumab, aucun dimeére n’a pu étre détecté par cette

technique.

L’analyse statistique sur les matrices de parametres physicochimiques présente un unique
résultat ayant une p-value inférieure a 0,05. Il s’agit du résidu en position 28 selon la
numérotation IMGT (Lefranc et al., 2003). Cette position se situe dans le CDR de la chaine
légere. Dans le cas des anticorps présentant moins de 0,15% de dimeéres, elle est occupée dans
3 cas sur 6 par une sérine, acide aminé non chargé (charge) et neutre (hydrophilie), et dans les
trois autres cas respectivement par une glycine, résidu non chargé et neutre, une
phénylalanine, non chargée et hydrophobe, et un acide aspartique, chargé et hydrophile
(Pommié et al., 2004). Le pertuzumab est un cas particulier, puisqu’il présente en position 28
un acide aspartique, qui est un résidu hydrophile et chargé retrouvé a la méme position pour
tous les anticorps du groupe présentant plus de 0,15% de dimeres. En effet, pour ces derniers,

cette position est occupée strictement par un acide aspartique. Ces résultats rappellent

90



I’importance de la séquence des CDR. Pour confirmer cette donnée, obtenue sur un
¢chantillon de taille faible, il faudrait générer des mutants en mettant une sérine en position 28
sur la chaine légere du trastuzumab, ou de 1’¢lotuzumab (en évitant le bévacizumab a cause de
I’insertion dans le Fc qui constitue un facteur de confusion). La manipulation inverse,
consistant a mettre un acide aspartique en position 28 sur la chaine légere de I’ipilimumab, de
I’infliximab ou du basiliximab constituerait le contrdle inverse. La mutation d’un résidu
contenu dans le CDR ne parait cependant pas pertinente du fait du risque de perte d’affinité.
La structure primaire est trés €tudiée car il a ét€ montré qu’elle pouvait augmenter la
propension a 1’agrégation, notamment par la présence de motifs pro-agrégants (Chennamsetty
et al., 2009; X. Wang et al., 2009). Il a également été montré que ces séquences constituaient
des épitopes T, et leur abondance au sein de la séquence peptidique pourrait donc constituer a
la fois un facteur de risque pour 1’agrégation et I’immunogénicité des anticorps concernés (De
Groot et al., 2005; Kumar et al., 2012). Le dénombrement des séquences contenues dans les
chaines 1égéres et lourdes des anticorps thérapeutiques de 1’étude ne permet pas de mettre en
évidence d’association ni avec la proportion de dimeres, ni avec les taux d’immunisation
observés en clinique (tableau 6 et figure 15C et D). Parmi les autres facteurs de risque
potentiels d’immunogénicité, ni les excipients, ni la présence d’oligoméres plus gros que des
dimeres, ni I’agalactosylation terminale, la présence de formes high-mannose (ces données
concernant les glycoformes n’étant pas disponibles pour I’intégralité des anticorps étudiés),
ou la lignée d’expression, qui peut étre synonyme de sucres étrangers pour le systéme
immunitaire n’ont pu étre clairement associés a des taux d’immunisation plus importants. En
effet, les lignées murines transférent sur le glycanne des sucres immunogenes chez 1’homme

(Ghaderi et al., 2012).

Pourtant, parmi les quatre anticorps pour lesquels plus de 10% des patients s’immunisent en
clinique, la moitié est fabriquée par des lignées de cellules de hamsters. Ces anticorps sont
I’adalimumab, le basiliximab, I’infliximab et le rituximab. Le point commun entre ces quatre
anticorps est d’étre utilis€é dans des conditions proinflammatoires. En effet, 1’adalimumab et
I’infliximab sont utilisés dans des pathologies inflammatoires chroniques. Le taux d’ADA
anti-basiliximab de 43,6% est issu d’un essai clinique en vue d’un éventuel élargissement des
indications a la rectocolite hémorragique, alors qu’il est de 1,18% dans la greffe rénale. Enfin,
le rituximab induit 18 fois plus d’immunisations dans le pemphigus sévere que dans ses

indications cancérologiques(McLaughlin et al., 1998; Schmidt et al., 2009).
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Dans les pathologies inflammatoires chroniques, la molécule la plus ciblée est le TNF-a. Les
anticorps dirigés contre le TNF-a se caractérisent en clinique par une importante proportion
de patients présentant des ADA. L’apparition des ADA s’accompagne d’une altération
importante de la PK de I’anticorps (Baert et al., 2003; Bendtzen et al., 2006; Ducourau et al.,
2011). Cette immunisation est de type anti-idiotypique, elle est dirigée contre le paratope de
I’anticorps thérapeutique et survient donc en dehors de toute problématique de degré
d’humanisation du médicament. L’apparition d’ADA est un signe avant-coureur d’échec
thérapeutique, qu’il est possible de prévenir en changeant d’anticorps (il n’est pas possible de
remplacer par un biosimilaire qui sera également reconnu par les ADA) (Baert et al., 2003;
Bartelds et al., 2011; Krintel et al., 2013). Dans la troisiéme partie de ce travail, nous nous
sommes penchés sur les mécanismes a 1’origine de 1’apparition précoce d’ADA dirigés contre
les anti-TNF-a. Nous montrons que la présence d’immuns complexes est nécessaire a
I’apparition d’ADA aprés une injection unique chez la souris, et que cette immunisation
survient méme en 1’absence de FcRn. Ce résultat parait paradoxal dans la mesure ou d’autres
études prétent au FcRn un réle central dans I’immunisation a 1’encontre de I’ovalbumine dans
un mode¢le murin (Baker et al., 2011; Liu et al., 2011). D’autres études décrivent un role
d’amplificateur du FcRn, compatible avec nos résultats (Qiao et al., 2008). Dans notre étude,
les antigénes sont des anticorps, qui complexent le TNF-a, formant des complexes
multimériques et induisant une réponse de type ADA. L’apparition de ces ADA
s’accompagne d’une modification de la PK de D’anticorps thérapeutique, accélérant sa
clairance (Chen et al., 2013; Ng et al., 2014). Ce phénomeéne se produit aussi bien dans la

lignée de souris sauvage que chez les animaux déficients en FcRn.

Nous avons administré a ces souris une dose unique d’adalimumab ou d’infliximab. Le
premier possede une cross-réactivité vis-a-vis du TNF-o murin contrairement au second, et
induit bien I’apparition d’ADA des la premiere injection. L’adalimumab étant toutefois plus
humanisé que I’infliximab, il y avait un risque résiduel pour que I’immunisation soit liée a la
différence de teneur en séquence humaine entre ces deux anticorps (I’adalimumab est
totalement humain tandis que I’infliximab est chimérique et posséde donc des Fy murins). Il
existe également un anti-TNF-o totalement humain spécifique pour le TNF-a humain, le
golimumab. Lorsque nous avons administré cet anticorps, sans préincubation avec du TNF-a
humain, il n’y a pas eu d’apparition d’ADA, montrant que le degré d’humanisation n’avait

pas d’impact sur DI’immunisation précoce contre 1’adalimumab. Néanmoins, pour le
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golimumab comme pour I’infliximab, la préincubation avec le TNF-a humain restaurait
I’immunogénicité, démontrant le réle des immuns-complexes dans I’immunisation apres la

premiére injection.

De fagon inattendue, cette immunisation était plus précoce chez les souris déficientes en

FcRn, ce qui pourrait s’expliquer de plusieurs fagons.

Il est avéré que 1’absence de FcRn dans des modéles murins modifie profondément la
biodistribution et la PK de I’anticorps (Chen et al., 2014; Guilleminault et al., 2014). Nous
pensons qu’en I’absence de FcRn, I’anticorps stagnerait dans le compartiment plasmatique et
serait immédiatement disponible pour la formation de complexes immuns avec le TNF-a
murin, provoquant une présentation antigénique importante et rapide. Cette hypothése va a
I’encontre de celle selon laquelle le FcRn serait 'initiateur de la réponse immunitaire et
relégue ce récepteur au rang de « booster ». De plus, I’absence de FcRn implique une demi-
vie des anticorps monovalents amoindrie. Certains auteurs avancent 1’hypothése que
I’anticorps monomérique joue un role de tolérogene (Chaigne and Watier, 2015). Pour tester
cette hypothése, nous avons administré une dose d’adalimumab décuplée aux souris
déficientes en FcRn, déplagant ainsi temporairement 1’équilibre entre anticorps libre et
complexes immuns. Nous observons que I’immunisation a I’encontre du médicament se
trouvait effectivement retardée. Cette donnée soutient 1’hypothése d’un réle tolérogénique de
I’anticorps libre, ce qui constitue un rationnel pour effectuer un suivi thérapeutique individuel
des concentrations résiduelles en anticorps anti-TNF-o et un ajustement posologique en

fonction des résultats dans le but de prévenir I’apparition d’ADA contre ces médicaments.

Des taux d’immunisation importants sont retrouvés pour des anticorps lorsqu’ils sont utilisés
dans des pathologies inflammatoires par rapport aux autres indications. C’est le cas du
rituximab, pour lequel les taux d’ADA passent de moins de 1% dans le lymphome contre plus
de 18% dans le pemphigus. Les anticorps ciblant le TNF-a présentent tous une
immunogénicité supérieure a celle qui est classiquement observée pour les autres anticorps
thérapeutiques, méme si I’immunogénicité des anti-TNF-oo n’a pas et ne sera probablement
jamais étudiée dans des pathologies non inflammatoires. Ces anticorps sont utilisés dans des
pathologies inflammatoires chroniques ou le TNF-a est secrété en grande quantité. I a été
formulé ’hypothése que la complexation du TNF-oo par un anticorps thérapeutique pourrait

lui conférer une demi-vie artificiellement plus longue (van Schie et al., 2016). Ce faisant,
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I’anticorps thérapeutique pourrait participer a conserver un environnement proinflammatoire,
en augmentant la demi-vie de la cytokine via le recyclage FcRn-dépendant, ce qui serait
contre-productif dans le traitement des pathologies chroniques a composante inflammatoire.
De plus, sa nature trimérique favorise la formation de complexes immuns de grande taille,
plus immunogenes. Une solution envisageable pour limiter I’immunogénicité des anti-TNF-a
serait d’utiliser des anticorps de type « sweeping antibodies ». En provoquant un relargage du
TNF-a dans les endosomes tardifs, un anticorps de ce type favoriserait a la fois la clairance de
la cytokine et le recyclage du médicament. Ce faisant, la concentration d’anticorps libre en
circulation resterait plus haute plus longtemps, favorisant ainsi la tolérance a son égard. De
plus, en limitant la quantité de médicament passant a la voie endolysosomale, la présentation
de séquences de ’anticorps thérapeutique serait limitée, et avec elle le risque d’immunisation

contre le médicament.
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G.Conclusion et perspectives

Les déterminants moléculaires de la PK des anticorps thérapeutiques sont nombreux. Certains
sont immuables, comme les polymorphismes des FcyRs, la nature de la pathologie, ou la
physiologie du patient. D’autres, au contraire, peuvent étre modifiés par ingénierie
moléculaire et constituent des pistes pour améliorer la PK, la tolérance ou I’efficacité des
traitements par anticorps thérapeutiques.

Parmi ces déterminants, la composition moléculaire de 1’anticorps lui-méme peut E&tre
améliorée. En effet, la structure moléculaire de 1’anticorps a un impact sur la présence et la
formation de complexes, qui peuvent étre formés d’anticorps seul, d’anticorps et d’antigenes,
ou d’anticorps et d’ADA. Le choix de I’épitope ciblé va par exemple modifier la taille et la
structure des complexes immuns résultant de 1’action de ’anticorps sur son antigéne, et
modifier la réponse immunitaire a I’encontre de ces complexes. La séquence peptidique, y
compris celle des CDR, va modifier la propension a 1’agrégation de 1’anticorps et donc
favoriser ou limiter la présence d’agrégats qui ne sont pas souhaitables pour 1’efficacité et la
tolérance. Enfin, la présence d’adduits hydrophobes en trop grande quantité au sein d’un ADC
va modifier a la fois la stabilité colloidale, la PK et la PD.

Ainsi, toute modification de la structure moléculaire d’un anticorps comporte un risque de
modification de sa PK, a travers une altération de son affinité pour une cible ou un effecteur,
notamment le FcRn.

Les domaines immunoglobuliniques, les mutations, les adduits et de facon générale les
anticorps, ne peuvent étre percus comme des « briques » que 1’on colle ensemble et dont les
effets sont additifs ou synergiques. La modification de la séquence peptidique et la
conjugaison de molécules médicamenteuses, méme lorsque ces modifications sont & distance
du site de liaison au FcRn, peuvent altérer la prise en charge de 1’anticorps par ce récepteur.
Ces modifications peuvent se traduire par une plus faible demi-vie, mais aussi par une
altération de la fonctionnalité ou méme par I’apparition d’ADA et un échec thérapeutique.

Ce travail ouvre des perspectives pour I’amélioration de la tolérance et la limitation de
I’immunogénicité des anticorps thérapeutiques. En limitant au maximum la formation de
complexes contenant de I’anticorps-médicament, ’apparition d’ADA devrait se trouver
fortement diminuée. Ces complexes peuvent ne contenir que du médicament, comme dans le

cas des agrégats, qui se forment notamment dans les solutions d’ADC, leur proportion
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augmentant avec le DAR. Les adduits ¢étant responsables d’une augmentation de
I’hydrophobicité de surface, une étude de la corrélation entre temps de rétention en HIC,
proportion d’agrégats et parametres PK (clairance terminale notamment), permettrait
d’envisager la HIC comme une technique de screening in vitro d’ADC, mais également
d’évaluer de nouvelles technologies de bioconjugaison dans I’optique d’améliorer la PK.
L’autre grande famille de complexes d’anticorps est celle des complexes immuns. La
génération de complexes immuns de taille relativement importante est connue comme un
facteur d’immunisation. Néanmoins, 1’internalisation de I’antigéne en vue de son élimination
passe par son incorporation dans ces complexes immuns. Par conséquent, une solution idéale
permettrait la formation et le maintien d’immuns complexes du secteur plasmatique jusqu’au
compartiment pré-endosomal, mais favoriserait 1’évasion de 1’anticorps thérapeutique avant
I’étape de présentation antigénique.

La technologie des « sweeping antibodies » satisfait a ces critéres, en permettant la formation
de complexes immuns et leur dissociation dans le compartiment endosomal, évitant ainsi le
catabolisme et la présentation de peptides issus de 1’anticorps thérapeutique, et favorisant la
tolérance a ce dernier en maintenant des concentrations d’anticorps libre plus élevées,

concourant ainsi a une efficience et une PK améliorées.
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Eculizumab is an anti-complement C5 monoclonal antibody which has greatly improved the prognosis
and outcomes of nocturnal paroxysmal hemoglobinuria and atypical hemolytic and uremic syndromes.
It is also known to be very species-specific for human C5, despite an important degree of conserva-

Accepted 26 July 2016 tion of the targeted macroglobulin domain, MG7, with that of other primates. However, the published
eculizumab linear epitope does not explain this species specificity. Sequence analysis, in silico docking and
Igﬁﬁ E’Z"J?:ab reverse phase protein array were implemented to fully characterize the eculizumab epitope on human

complement C5.

Several residues potentially involved in the species specificity were identified outside the known epi-
tope by sequence analysis. In silico docking confirmed the implication of a beta-hairpin located between
residues 913 and 922, outside the known epitope, in the binding of eculizumab to C5. This beta-hairpin
spreads from S913 to 1922 and contains a tryptophan residue on position 917 which is unique to humans.
The contribution of both this peptide and the already known one epitope, which spreads between residues
(883 and S891, was validated by reverse phase protein assay, clearly demonstrating the discontinuous
nature of the epitope. Two residues in particular, Arg885 and Trp917, were defined as major participants
in the interaction of C5 and eculizumab. Their important role was confirmed by the recent publication
of a crystal structure of eculizumab Fab bound to C5. The beta-hairpin not only explains the fine species
specificity of eculizumab but is also an important site at the C5/C5 convertase interface, revealing how
eculizumab acts as a competitor of C5 convertases.

Complement C5
Molecular docking
Conformational epitope
Mechanism of action
Therapeutic antibody

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Eculizumab (ECZ) is an anti-complement C5 monoclonal anti-
body (mAb) indicated in nocturnal paroxystic hemoglobinuria
(NPH) and in atypical hemolytic and uremic syndromes (aHUS).
It has greatly improved the life quality of NPH patients (Hillmen

Abbreviations: aHUS, atypical hemolytic and uremic syndrome; C5, comple-
ment protein C5; CDR, complementarity determining region; CVF, cobra venom
factor; DMSO, dimethylsulfoxyde; ECZ, eculizumab; Fab, fragment antigen binding;

Fv, fragment variable; mAb, monoclonal antibody; MG, macroglobulin; NPH, noc-
turnal paroxystic hemoglobinuria; PBST, phosphate buffer saline added with tween;
RPPA, reverse phase protein assay; RT, room temperature; VH, heavy chain variable
fragment; VL, light chain variable fragment.
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et al.,, 2004; Wong and Kavanagh, 2015), and the outcome of aHUS
(Gruppo and Rother, 2009; Wong et al., 2013; Zuber et al., 2012).
However, cases of primary non-responses to this treatment have
been described in a small proportion of patients (Burwick et al.,
2014; Nishimura et al., 2014), and were attributed to a point muta-
tion in C5. This mutation lies in the MG7 domain, where the epitope
of ECZ was located using overlapping peptide blot binding analy-
ses (Evans et al., 2002; Nishimura et al., 2014). Unfortunately, this
“KSSKC” epitope, encompassing residues 874-890, is included in
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the 871-882 sequence, whose structure was precisely unresolved
in the only available crystal of native C5 (Fredslund et al., 2008).

ECZ is known to be very specific for human C5. Indeed, it is
unable to inhibit complement-mediated hemolysis of sensitized
red blood cells in the presence of serum from chimpanzee, baboon,
rhesus and cynomolgus monkeys, suggesting that ECZ does not
bind to the C5 of these species (European Medicines Agency, 2015).
Surprisingly, chimpanzee C5 only differs from human C5 by two
aminoacids in the MG7 domain, and these residues are located out-
side the known ECZ “KSSKC” epitope, suggesting that additional
residues contribute to ECZ binding.

In order to demonstrate this hypothesis and to revisit the
ECZ epitope, a set of orthogonal techniques were implemented,
combining sequence analysis, protein-protein docking studies and
targeted peptide mapping of ECZ epitope. We demonstrate that
the ECZ epitope is conformational and involves two discontinuous
segments of the C5 MG7 domain.

2. Methods
2.1. Bioinformatics analyses

All complement C5 protein sequences were obtained from the
NCBI Database. They were aligned using the ClustalO multiple
sequence alignment tool using the default settings (Sievers et al.,
2011). The two crystals of C5 in complex with various inhibitors or
stabilizing molecules were found in the Protein Data Bank, under
the accession numbers 3PRX and 3CU7 (Fredslund et al., 2008;
Laursen et al.,2011). The structure published by Fredslund et al. is a
complex comprising native C5 in a relaxed form and a C5 inhibitor
from a tick, with a missing loop between aminoacid residues 871
and 882. The structure 3PRX, published by Laursen et al. is a com-
plex between a tense form of native C5, the cobra venom factor and
an inhibitor from Staphylococcus aureus called SSL7, comprising the
conformational information for the 871-882 loop. These structures
were analyzed and the 3D representations were made using PyMol
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrédinger,
LLC).

2.2. Protein-protein docking

The structure of ECZ was modeled by homology using Protein
Data Bank (PDB) structures 11T9 (77% sequence identity) for VH
and 4KMT (85% sequence identity) for VL. The structure 3CU7 was
used for complement C5 (Fredslund et al., 2008). The missing loop
in the 3CU7 C5 structure was modeled using the conformation of
this loop in the structure 3PRX. In both cases, the software Modeller
was used (Webb and Sali, 2014). The method PRIOR was used for
docking (Bourquard et al., 2014).

2.3. Reverse phase protein arrays

Peptides (sequences: 9135 ETWFGKE®21, C5-pepl;
883CVRQKVEGS®9!, C5-pep2; and VSYQTKVNLL as irrelevant
peptide (irr-pep)) were designed from docking results and synthe-
sized by custom services (GeneCust). Serial 4-fold dilutions were
done in Protein Printing buffer (Arrayit® corporation, Sunnyvale,
CA, USA) and aliquoted into 384-well plates. A serial 4-fold dilution
of C5 (ref. A403, Quidel, San Diego, CA, USA) was used as a posi-
tive control. Desiccated nitrocellulose-coated slides (Fast®Slides,
Scienion, ref: 10485320) were printed with samples using a
SpotBot® 3 Extreme Protein Edition arrayer (Arrayit®) following
the manufacturer’s instructions and desiccated again overnight.
Then, slides were immunodetected as described previously with
some minor changes in the procedure (Dupuy et al., 2009). Briefly,
after rehydration with PBS-Tween 20 0.1% (PBST), slides were

blocked for 3 h at room temperature (RT) with 0.5% Western Blast®
blocking reagent (Perkin Elmer, ref. NEL761001KT) in PBST. Slides
were then probed overnight at 4 °C with ECZ (0.02 mg/mL) or PBST
as a negative control. After three washes, peroxidase-conjugated
goat anti-human F(ab’); (1:2000) (Jackson Immunoresearch
Europe, ref: 715-166-151) was added for 1h at RT. For signal
amplification, they were incubated for 15 min at RT with Western
Blast® amplification reagent, followed by six rinses and one wash
in PBST 20% DMSO and two supplementary washes in PBST. Slides
were then probed for 1h at RT with streptavidin AlexaFluor® 680
conjugate at 0.5 pg/mL (Molecular Probes, S32358) and washed
three times in PBST before air-drying by centrifugation (2500 rpm,
25 min). Acquisition was performed by scanning slides at 700 nm
with an InnoScan® 710-IR (Innopsys). Images were analyzed with
Mapix software (Innopsys) and the median value of fluorescence
intensity at 700nm (F700) was quantified for two duplicated
spots for each condition. Local background intensity (B700) was
subtracted and signals were considered significant when the
F700/B700 ratio was >1.8. Then signal obtained with the secondary
antibody alone was subtracted from signals with ECZ, that were
expressed as F700 median intensity mean + SEM of duplicates in
GraphPad Prism 5 software.

3. Results
3.1. C5 MG7 domain sequence analysis

Sequences of the MG7 domains from human and non-human
primates (NHP) C5 were aligned (Fig. 1.). The sequence of mar-
moset, a new world monkey (platyrrhini), showed the lowest
degree of identity (88%). A higher level of conservation is observed
amongst old world primates (Catarrhini), with a low number
of mutations as compared with the human sequence: only two
for chimpanzee C5 (98% identity), four for gibbon, macaque and
baboon C5 (96% identity), and six for orangutans (94% identity),
which is surprising since Ponginae are closer to Homininae than
are Hylobates (gibbon) and Cercopithecids (macaque and baboon).
For example, positions 825, 885, 886 and 911 are unique to orang
utans, although position 885 is known to be polymorphicin humans
(black arrow in Fig. 1, Nishimura et al., 2014). Position 898 is unique
to gibbons, position 904 unique to chimpanzees and position 917
unique to humans. The latter residue therefore appears as an ideal
candidate to explain the extreme species specificity of ECZ, as no
difference distinguishing human C5 from that of all other primates
can be seen within the “KSSKC” epitope (framed in Fig. 1). How-
ever, this does not exclude a more subtle hypothesis. Indeed, the
lack of efficacy of ECZ in NHP could also be due to variations of close
residues, like 904 (inefficacy to block complement-mediated lysis
in chimpanzees) and 908 (inefficacy in baboons and macaques).

Altogether, the majority of the species-specific differences were
concentrated inside three areas of the MG7 domain, among which
two loops (between residues 867-873 and 877-886 respectively),
and more interestingly, inside the 904-917 sequence, correspond-
ing to a beta-hairpin in MG7. The study by Laursen et al. describes
thirteen positions involved in the binding of C5 convertases to the
human C5 (depicted in red in Fig. 1). Of them, two are subjected
to variations: position 885, in the “KSSKC” epitope, which is poly-
morphic in humans and divergent in orang utans, and position 917
which is specific to humans.

In summary, the MG7 domain of complement C5 is very con-
served across primates, especially those from the old world, apart
from a few positions, including residue 917 which is common to all
primates but human. Using sequence alignment, we hypothesized
that the exquisite species specificity of ECZ could be due to residues
904 and 908, and/or residue 917.
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Fig. 1. Alignment of the MG7 domains of C5 from human, and non-human primate species. Numbering was performed according to prepronumbering of human C5. MG7
domain spreads from aminoacid 820-922. Hyphens indicate an aminoacid identity to human sequence. Pale yellow background is used for substitutions of minor chemical
consequence and/or respecting the phylogeny. Bright yellow background is used for other substitutions. The framed aminoacids are those of the KSSKC epitope described
in Evans et al. (2002). The underlined peptides in human MG7 are those identified as composing the discontinuous epitope. Red numbers indicate the residues in human
C5 potentially interacting with C5 convertases according to the Supplementary data from Laursen et al. (Laursen et al., 2011). A black arrow points to position 885, which
has been described to be mutated either to a histidine or a cysteine in the rare cases of primary non-responses to eculizumab by Nishimura et al. (Nishimura et al., 2014).
Identity rates to human C5 are as follows: chimpanzee, 98%; orangutan, 94%; gibbon, macaque, and baboon, 96%; and marmoset, 88%. The sequences used were the following:
human: NP.001726; chimpanzee: XP_520228.2; orangutan: XP.009243099.1; gibbon: XP.003264119.1; macaque: XP_001095750; baboon: XP.009186435.1; and marmoset:

XP_002743307.1.

3.2. Docking of ECZ on complement C5

The 3D structure of ECZ being unresolved so far, it was mod-
eled by homology. The template structures for heavy and light
chains variable domains modeling were chosen as the ones with
highest homology amongst the 3D structures presenting at most
one insertion/deletion in at most one of the CDRs. The structure of
complement C5 is known (PDB code 3CU7, Fredslund et al., 2008),
although the 871-882 loop is absent in this structure (Fredslund
et al., 2008). Since this loop overlaps with the published “KSSKC”
epitope, 3CU7 could not be used as-is for docking. In the 3D struc-
ture of the C5 complement in complex with cobra venom factor and
superantigen-like protein 7 (code 3PRX, Laursen etal.), the 871-882
loop is resolved (Laursen et al., 2011). Because of the large con-
formational rearrangement triggered by the complex formation,
3PRX could not be used for docking. Consequently, we modeled
the 871-882 loop in 3CU7 based on its conformation in 3PRX. The
docking of ECZ on C5 complement was then done using the PRIOR
method and imposing that ECZ interacts with C5 complement at
least through the CDRs of the VH domain, and that the interac-
tion region on 3CU7 was within the MG7 domain (Bourquard et al.,
2014).

The model obtained for the complex predicts that the epitope
consists in two short peptides of complement C5: 884VRQKV888,
which is included in the 17-residue epitope called “KSSKC”, and
913SLETWFGKEI®22, Inside the 884-890 peptide is included R885,
which is polymorphic in humans and interacts with several atoms
from the backbone of VL CDR 1 and 2 of ECZ in our model (Fig. 2C).
The second peptide is part of the beta-hairpin which contains
W0917, the unique human-specific residue. In the co-crystal struc-
ture model, this W917 interacts with the phenol group of Y99 in
the CDR3 of ECZ VH domain, and is located at less than 7 A from
the KSSKC-containing loop, and being surrounded by it, as shown
in Fig. 2.

3.3. Invitro validation of the epitope

In order to validate the model of the ECZ-C5 comple-
ment interaction, two potentially interfering peptides were
designed, corresponding to the two peptides of the epitope:
913SLETWFGKE®2! (C5-pep1) and 333CVRQKVEGS®! (C5-pep2).
One non-relevant peptide was also used as a control. Because of
the very high affinity of ECZ for C5 complement (120 pM) and the
usually low affinity of short peptides for antibodies (in the high
micromolar range), our attempts to use competition experiments
failed (Rother et al., 2007). We thus chose to use Reverse Phase Pro-
tein Array (RPPA), a very sensitive and robust technique (Dupuy
et al., 2009). In this assay, ECZ binds both peptides, although with
considerably reduced affinity as compared to the C5 complement
itself, and does not bind to the irrelevant peptide (Fig. 3), therefore
confirming the predicted epitope.

4. Discussion

Despite the undeniable clinical activity of ECZ, its epitope
remains poorly characterized. Moreover, an inconsistency persists
about the linear epitope that has been described, which fits with
mutations observed in rare cases of primary non-responses to ECZ,
but does not explain its extreme species-specificity. Using sequence
alignment, we hypothesized that this specificity could be due to
residues 904 and 908, and/or residue 917. Docking was used to
predict the epitope of ECZ and resulted in the design of two pep-
tides (913-922 and 884-890), which were shown to specifically
bind ECZ in RPPA. Within this epitope, we thus identified W917 as
the key species-specific residue.

The ECZ conformational epitope is therefore composed of a
B-strand (884-890) and a -hairpin (913-922). The 884-890 [3-
strand, or “VRQKV epitope” overlaps with the previously described
“KSSKC” linear epitope in its C-terminal region. This VRQKV epi-
tope contains the polymorphic R885 residue (R885C or R885H), that
has been associated with primary non-responses to ECZ (Nishimura
et al., 2014). This single mutation is therefore sufficient to abolish
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between eculizumab and C5.
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Fig. 3. (A) Representative image of a slide spotted with serial dilutions of C5 and peptides and hybridized with ECZ as described in Materials & methods. (B) Quantification
of the fluorescence signal F700 median intensity obtained with ECZ (0.02 mg/mL) minus the signal obtained with secondary antibody alone, using Mapix software. Data are

mean + SEM of two duplicated spots (nd, not detectable).

the efficacy of ECZ in these patients. The other part of ECZ epi-
tope (residues 913-922), described here, is a 3-hairpin centered
on W917. This residue is predicted to establish a stacking interac-
tion with tyrosine 99 of the CDR3 of ECZ VH. The substitution of
W0917 by a serine, which is not aromatic, is likely to explain the
unique species specificity of ECZ.

The present study also illustrates that peptide mapping only
gives approximate prediction of the epitope, which is often insuf-
ficient to explain experimental results and observations. Mass

spectrometry analysis following mild digestion of the antibody-
antigen complex is an alternative; however unsuccessful in our
case (C.Larroque, personal communication). The gold-standard tech-
nique for this purpose remains co-crystallization of the Fab-antigen
complex, but this technique is tedious, requires large quantities
of proteins and is not always successful. We presently show that
PRIOR, an in silico prediction method of the Fv-antigen complex
represents an easy alternative, which can be readily validated by an
RPPA in vitro assay. Further confirmation of the predicted epitope
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Fig. 4. Comparison of predicted and published epitope. Residues correctly predicted in our model are shown in yellow. Those predicted in our model but not involved in the
epitope are in red, and those unpredicted but involved are in green. (A) Surface representation. (B) Ribbon representation showing Arg885 and Trp917 in spheres.

was provided by the defective ECZ binding characterizing the poly-
morphisms R885H and R885C in humans, and mutation W917F in
chimpanzees (Nishimura et al., 2014; Schatz-Jakobsen et al., 2016).

Alignment of C5 MG7 domains from various primates did not
perfectly fit the phylogenetic tree and revealed a significant num-
ber of species-specific substitutions. Indeed, the C5 MG7 domain of
baboon and macaque show a higher identity to human MG7 than
does that of orang utang, which is a great ape from Asia. Of the
species-specific orang utang residues, H885 is also a rare allele in
Asiatic patients, raising the hypothesis of a convergent evolution by
selective pressure. This residue was described as potentially criti-
cal inside the interaction interface between C5 and C5 convertase
by Laursen et al. (Laursen et al., 2011). Several predators, parasites
or infectious agents have developed molecular inhibitors or activa-
tors that bind to this interface, either to exploit complement as a
virulence factor or to avoid complement-mediated lysis. Selection
of protective C5 variants could have occurred similarly in humans
and great apes. Cobra venom factor (CVF) is a C5 convertase with
important homology to endogenous convertases, and binds to the
C5 MG7 domain, notably at position 885 (Laursen et al., 2011).
Interestingly, the venom of endemic species of cobras, like Naja
sumatrana possesses several CVFs (Yap et al., 2014).

The discontinuous eculizumab epitope centered around
residues 885 and 917 also overlaps 2 out of the 3 MG7 areas required
for C5 convertase binding, residues 885 and 917 being them-
selves directly involved (Laursen et al., 2011; Fig. 2C). Therefore,
eculizumab probably competes and prevents full C5-C5 convertase
association and consequently access of the latter to the C5 cleav-
age site. This is also supported by the studies of Jore et al. and
Schatz-Jacobsen et al.

In conclusion, these new findings explain the species-specificity
of ECZ for human C5, and give a better insight into the mechanism
of action of ECZ. This will have to be taken into account for the
development of new anti-complement biopharmaceuticals, with
distinct activities, or with an activity profile less dependent on
genetic polymorphisms.

After completion of our paper, the structure of the complex
between C5 and ECZ has been modeled by electron microscopy 3D
reconstruction (Jore et al., 2016) and determined by X-ray crys-
tallography (Schatz-Jakobsen et al., 2016). The comparison of our
predicted epitope with the published one (MMDB ID: 515K) shows
that 9 out of the 15 residues of the epitope are correctly pre-
dicted, notably R885 and the critical W917 residue, which has
also been described by Schatz-Jakobsen et al. as involved in the

exquisite species specificity (Fig. 4). The main difference is that in
our model the antibody is slightly tilted towards the MG6 domain.
Thus, although the orientation of the antibody in our model was
only partly correct, the published 3D structure demonstrates the
validity of our epitope prediction.
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Annexe 2: Séquences d’anticorps thérapeutiques

Adalimumab
Source : Brevet US8034906
>adalimumab_heavy chain
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHW VRQAPGKGLEWVSAITWNS
GHIDYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
>adalimumab_light chain
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Trastuzumab
Source : INN7637, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)
>7637H|trastuzumab
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGY
TRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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>7637L |trastuzumab
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSG
VPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY'S
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Infliximab
Source : Therapeutic Antibodies Database > Sequence > Infliximab
(http://tabs.craic.com/)
>Infliximab_Heavy chain_Fab
EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFIFSNHWMNWVRQSPEKGLEWVAE
IRSKSINSATHYAESVKGRFTISRDDSKSAVYLQMTDLRTEDTGVYYCSRNYYGSTYD
YWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKT
>Infliximab_Light chain
DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQFVGSSIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESMSGIPS
RFSGSGSGTDFTLSINTVESEDIADYYCQQSHSWPFTFGSGTNLEVKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Rituximab
Source : INN 7609, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)
>7609H|rituximab
QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGN
GDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNV
WGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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>7609L|rituximab
QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPV
RFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cétuximab
Source : INN 7906, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)
>7906H |cetuximab
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNT
DYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTL
VTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
>T7906L |cetuximab
DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSR
FSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY YCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Bevacizumab
Source : Therapeutic Antibodies Database > Sequence > Bevacizumab
(http://tabs.craic.com/)
>Bevacizumab heavy
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINTYT
GEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFD
VWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

>Bevacizumab light
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Basiliximab
Source : Therapeutic Antibodies Database > Sequence > Basiliximab
(http://tabs.craic.com/)
>basiliximab_heavy chain
QLQQSGTVLARPGASVKMSCKASGYSFTRYWMHWIKQRPGQGLEWIGAIYPGNSDT
SYNQKFEGKAKLTAVTSASTAYMELSSLTHEDSAVYYCSRDYGYYFDFWGQGTTLT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEP
>basiliximab_light chain
QIVSTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSRSYMQWYQQKPGTSPKRWIYDTSKLASGV
PARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQRSSYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
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Pertuzumab
Source : Brevet US 20060018899
>pertuzumab heavy chain
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNS
GGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARNLGPSFYFDYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH
>pertuzumab_light chain
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Elotuzumab
Source : INN 9074, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)
>9074H|elotuzumab
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFSRYWMSWVRQAPGKGLEWIGEINPDSST
INYAPSLKDKFIISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPDGNYWYFDVWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
>9074L|elotuzumab
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVGIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQQYSSYPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVF
IFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Annexe 3: Résultats de chromatographie d’exclusion stérique

Monomere (pic 1) Oligoméres (pic 2)
Anticorps Date M:’:lsse_ s Masse calculée fraction (%mim) Pd:':lsse_ biceititgs Masse calculée fraction (%rmim)
moléculaire (ug) moléculaire (ug)
180,70 0,03 44,48 99,90 0,00 0,06 0,10
14-avr 150,30 0,03 4463 99,90 0,00 0,06 0,10
151,10 0,03 4511 99,60 0,00 0,20 0,40
AdalrieTab) 20 153,90 0,02 44,05 99,90 0,00 0,03 0,10
154,30 0,02 39,76 99,90 4181,10 0,75 0,04 0,10
150,20 0.01 43,64 99,90 1939,20 0,32 0,03 0,10
27-avr 151,80 0,01 43,89 99,90 1000,10 0,72 0,04 0,10
150,50 0,01 43,80 99,90 0,00 0,06 0,10
152,80 0.04 42,67 100,00
14-avr 153,70 0,05 4273 100,00
156,20 0,05 43,01 100,00
BasEaal 05 150,10 0,01 37,19 100,00
180,50 0.02 42,23 100,00
149,70 0,01 41,81 100,00
27-avr 149,60 0,01 4208 100,00
148,50 0,01 42,00 100,00
157,00 0,03 41,53 97,10 378,00 0,37 1,23 290
14-avr 153,60 0,01 41,48 97,20 315,40 0,22 1,21 2,80
155,10 0,03 42 .47 96,40 383,20 0,43 1,56 3,60
BevacLmat: 0 169,60 0,02 40,25 97,10 357,30 0,14 1,19 2,90
156,40 0.01 36,33 97,10 277,10 0,13 1,08 2,90
157,80 0,01 39,72 96,90 352,00 0,10 1,26 3,10
27-avr 156,60 0,01 39,55 97,10 354,60 0,06 1,19 2,90
185,40 0,01 39,55 97,10 29410 0,05 1,20 2,90
156,80 0,03 43,71 99,80 0,00 0,08 0,20
14-avr 154,50 0,02 4376 99,90 0,00 0,06 0,10
167,70 0,02 43,80 99,90 0,00 0,05 0,10
Catiianal TH0Ew 157,80 0.02 20,91 99,90 0,00 0,02 0,10
156,70 0,03 28,05 99,90 1118,80 0,70 0,03 0,10
156,50 0,01 43,00 99,80 950,30 0,19 0,08 0,20
27-avr 156,60 0,01 43,15 99,80 379,60 0,97 0,07 0,20
165,50 0,01 43,20 99,80 457,80 0,66 0,08 0,20
149,00 0,03 41,62 99,10 269,70 0,68 037 0,90
14-avr 148,50 0,02 41,59 99,20 285,00 0,48 035 0,80
146,40 0.02 41,71 98,90 220,90 0,68 0,46 1,10
ey e 150,00 0,02 28,86 99,10 367,20 0,56 025 0,90
149,90 0,01 4511 99,20 397,20 0,47 038 0,80
147,80 0,01 4489 99,10 418,90 0,14 0,39 0,90
27-avr 149,20 0,01 44,71 99,40 342,40 0,20 028 0,60
148,40 0,01 4472 99,20 364,00 0.21 034 0,80
153,00 0,02 36,76 99,30 429,60 0,81 026 0,70
14-avr 155,50 0,03 36,80 99,30 301,30 0,84 026 0,70
157,80 0.03 36,83 98,90 253,50 0,90 041 1,10
Golimumab  20-avr 156,30 0,02 30,84 99,40 278,90 0,76 0,18 0,60
157,50 0,02 36,32 99,40 319,00 0,61 023 0,60
168,30 0,01 35,83 99,20 541,30 0,28 028 0,80
27-avr 158,00 0.01 35,80 99,40 290,20 0,35 021 0,60
156,20 0.01 35,71 99,40 388,40 0.27 023 0,60
151,20 0,03 43,99 100,00
14-avr 165,50 0,03 44,01 100,00
156,70 0,04 4429 100,00
Infliimab  20-avr 158,10 0,02 Lo 100,00
153,50 0,02 43,10 100,00
185,40 0,02 39,91 100,00
27-avr 153,60 0,01 40,87 100,00
152,90 0,01 40,08 100,00
181,20 0.03 42,34 100,00
14-avr 154,60 0.04 42,49 100,00
155,00 0,03 42 60 100,00
Iplimumab  20-avr 152,10 0,01 38,90 100,00
183,40 0,02 41,25 100,00
155,00 0.01 39,76 100,00
27-avr 148,70 0,01 40,79 100,00
151,90 0,01 39,99 100,00
152,00 0,03 41,68 99,90 0,00 0,04 0,10
14-avr 152,00 0,02 41,62 99,90 0,00 0,04 0,10
152,10 0,02 42,08 99,60 0,00 017 0,40
PoritoRib) 202 151,10 0,01 33,50 100,00 0,00 0,01 0,00
152,60 0.02 41,18 99,90 0,00 0,03 0,10
150,90 0,01 40,46 99,90 1396,50 0,61 0,05 0,10
27-avr 150,60 0,01 40,58 99,90 315,00 0,84 0,03 0,10
149,40 0,01 40,49 99,90 519,70 0,95 0,04 0,10
148,10 0,03 48,46 99,50 0,00 0,03 0,10
14-avr 155,20 0,04 48 67 99,70 0,00 0,02 0,10
149,50 0,03 49,88 98,50 0,00 032 0,60
Riliimab: “20av 180,70 0,02 45,33 99,90 0,00 0,02 0,10
148,20 0.01 48,72 99,90 0,00 0,05 0,10
149,00 0,01 47 67 99,90 203,30 0,30 0,03 0,10
27-avr 149,80 0,01 47 69 99,90 476,00 0,83 0,04 0,10
149,50 0,01 47,69 99,90 192,70 0,52 0,06 0,10
152,50 0,02 4483 99,80 0,00 0,07 0,20
14-avr 152,90 0,03 45,03 99,80 0,00 0,08 0,20
185,40 0,02 44,87 99,90 0,00 0,05 0,10
etitman. 0 152,50 0.01 42,08 99,80 538,60 0,92 0,07 0,20
152,50 0,01 4433 99,90 325,60 0,96 0,04 0,10
152,80 0,01 43,48 99,80 861,80 0,40 0,10 0,20
27-avr 152,00 0,01 4411 99,80 264,10 0,50 0,08 0,20
151,20 0.01 4410 99.80 230.80 0.55 0.09 0.20
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Annexe 4: Alignements de s€quences protéiques

CLUSTAL O(1.2.1) multiple seguence alignment

Infliximab Heavy chain Fab EVELEESGGGLVOPGGSMELSCVASGF T FSNHWMNWVROS PERGLEWVAETRSKSTINSAT 60
basiliximab heavy chain --0LOOSGTVLARPGASVEMSCEASGY SFIRYWMHWIEQRPGOGLEWIGAIYPG--NSDT 58
pertuzumakb_heavy_chain EVOLVESGGGLVOPGESLRLSCAASGFTFIDYTMDWVRQAPGEGLEWVADVNEN --5GG5 8
T206H | cetuximab OVOLEQSGPGLVOPSOSLSITCTVSGESLINYGVHWVROS PGEGLEWLGVIWSG——-GNT 57

Te09H | rituximab

T637H| trastuzumab
Bevacizumab
adalimumab_heavy_chain
89074H|elotuzumab

Infliximab Heavy chain Fab
basiliximab heavy chain
pertuzumab heavy chain
T906H | cetuximab
T609H | rituximab

T637H| trastuzumab
Bevacizumab
adalimumab_heavy_chain
29074H|elotuzumal

Infliximab Heavy chain_Fab
basiliximab heavy chain
pertuzumab heavy chain
7906H | cetuximab
T609H | rituximab

T637H| trastuzumab
Bevacizumab
adalimumab heavy chain
29074H|elotuzumal

OVOLOOPGAELVEPGASVEMSCEASGYTFISYNMHWNVEQT PGRGLEWIGAIYPG--NGDT
EVOLVESGGGLVOPGESLRLSCARSGFNIEDTYIHWVRCOAPGEGLEWVARIYPT —-NGYT
EVOLVESGGGLVOPGGSLELSCAASGYTFINYGMNWVRQAPGEGLEWVGWINTIY--TGEP
EVOLVESGGGLVOPGRSLELSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGEGLEWVSATTWN --5GHT
EVQLVESGGGLVOPGGESLRLSCALSGFDFSEYWMSWVRQAPGREGLEWIGEINFD--35TT

HYAESVEGRFTISRDDSESAVYLOMTDLRTEDTGVYYCSRNYY————— GETYDYWGOGTT
SYNQKFEGEARLTAVISASTAYMELSSLTHEDSAVYYCSRDYG-——--— AYFDFWGOGTT
IYNQRFEGRFILSVDRSENT LY LOMNSLEAEDTAVYYCARNLG--—-PSFYFDYWGOGTL
DYNTPFISRLSINEDHNSESOVEFEMNSLOSHDTAIYYCARALTYY-—-DYEFAYWGOGTL
SYNOKFRGEATLTADESSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGG--DWYFHVWGAGTT
RYADSVEGRFTISADTSENTAYLOMNSLRAEDTAVYYCSRW---GGDGFYAMDYWGOGTL
TYARRDFERRFIFSLDT SESTAY LOMNSLEAEDTAVY YCARYPHYYGS SHWYFDVWGOGT L
DYADSVEGRFIISRDNAKNS LY LOMNSLEAEDTAVY YCAKVS--YLSTASSLDYWGOGT L
NYAPSLEDKFIISRDNARNSLY LOMNSLEAEDTAVYYCARPD--G--NYWYFDVWGOGTL
LIVS5ASTEGPSVEFPLAPSSKESTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVATFPA
LIVS5ASTEGPSVEFPLAPSSKESTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVATFPA
VIV3SASTRGPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWHNSGALTSGVATFPA
VIVSAASTHEGPSVFPLAPSSKESTSGGTAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPA
VIVSARSTEGPSVFPLAPSSKESTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWHNSGALTSGVHTFPA
VIVSSASTRGPSVFPLAPSSKESTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPA
VIVSSASTRGPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVATFPA
VIV3SASTRGPSVFPLAPSSKSTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWHNSGALTSGVATFPA
VIVSSASTEGPSVFPLAPSSKESTSGETAALGCLVEDYFPEPVIVSWHNSGALTSGVHTFPA

Infliximab Heavy_ chain_Fab VLOS5GLYSLSSVVIVESS55LGTOT Y ICNVNHEPSNTEVDEEVE FESCDET — 228
basiliximab heavy_chain VLOS5GLYSLESVVIVESSSLGTOT Y ICNVIHEKPSHIKVDERVER 215
pertuzumab_heavy chain VLOS5GLYSLSSVVIVESSSLGTOTY ICHNVNHEPSHTEVDERVE PESCDETH-——————— 228
T906H | cetuximab VLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTY ICHVNEE PSNTEVDERVE PESCDETHTCPPCPAP 234
T&09H | rituximab VLOSSGLYSLSSVWVIVESSSLGTOTY ICHVNEE PSNTEVDEEVE PESCDETHTCPPCPAP 238
Te3TH|trastuzumab VLOS5GLYSLSSVVIVESS55LGTOT Y ICNVNHEPSNTEVDEEVEPFESCDETHICPPCPAP 235
Bevacizumab VLOS5GLYSLSSVVIVESS5LGTOT Y ICHVNHE PSNIKVDEEVEFESCDETHICFPCEPAF 238
adalimumab heavy chain VLOS53GLYSLSSVVIVESS53LGTOTY ICHNVNHEE PSNTEVDEKVE FKSCDETHTCPPCEPAP 2386
2074H| elotuzumab VLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTOTY ICHVNEE PSNTEVDEKVE PESCDETHTCPPCPAP 234
CLUSTAL ©(1.2.1) multiple sequence alignment

Infliximab Light chain DILLTOSPAILSVSPGERVSFSCRASQFVGSSIHWYQORTNGSPRLLIKYASESMSGIPS 60
T906L | cetuximab DILLTOSPVILSVSPGERVSFSCRASQOSIGTNIHWYOQRTNGSPRLLIKYASESISGIPS a0
T637L| trastuzumab DIOMTQSPSSLSASVEDRVI ITCRASQODVNT AVANY QUK PCEAPKLLIYSASFLYSGVPS &0
pertuzumab light chain DIOMTOSPSSLSASVEDRVT ITCEASODVS IGVAWY QK PCGEAPKLLIYSASYRYTGVES 60
9074L | elotuzumab DIQMTOSPSSLESASVGDEVT ITCEASODVGIAVANYQOKPGEVPELLIYWASTRHTGVED &0
adalimumab_ light_chain DIOMIQSPSSLSASVGDRVI ITCRASQGIRNY LAWY QK PGEAFPFLLIYARSTLOSGVES 60
Bevacizumab DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASODISNYLNWY QK PGEAPEVLIYFISSLHSGVES a0
Te09L | rituximab QIVLSQSPAILSASPGERVTMICRASSSVS - YIHWFOQEKPGSSPEPWIYATSNLASGVEV 59
basiliximab light chain QIVSTOSPAIMSASPGERVIMICSASSSRS-YMOWYOOKPGTSPERWIYDT SKLASGVPA 59

Infliximab Light chain
TI06L | ceturimal
T637L | trastuzumab
pertuzumab light chain
3074L|elotuzumab
adalimumab light chain
Bevacizumab
T609L | rituxrimab
basiliximab light chain

Infliximab Light chain
TI06L | ceturimal
T637L | trastuzumab
pertuzumab light_chain
3074L|elotuzumab
adalimumab light chain
Bevacizumab N
T609L | rituximab
basiliximab light chain

Infliximab Light chain
T906L | ceturimab
T637L | trastuzumab
pertuzumab light_chain
3074L|elotuzumab
adalimumab light chain
Bevacizumab
T609L | rituximab
basiliximab_light_chain

RF3GSGSGIDFT LS INTVESEDIADYYCOOSHSWPFTFGSGTHNLEVERTVARPSVEFIFPE
RFSGSGSGIDFTLEINSVESEDIADYYCOONNNWPTTFGACTELELERTVARPSVEIFPP
RFSGSRSGIDFTLTISSLOPEDFATYYCOOHYTTPPTFGOGTEVEIKRTVALAPSVEFIFPR
RFSGEGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOYYIYPYTFGOGTEVEIRRTVAAPSVFIFPP
RFSGSGSGIDFI LT ISSLOPEDVATYYCOOY SSYPYTFGQGCTEVEIERTVARPSVEIFPE
RF3GSGSGIDFTLTISSLOPEDVATYYCORYNRAPYTFGQCGTEVEIKRTVARPSVEFIFPE
RFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOOY STVEPWI FGOCTEVEIKRTVAAPSVEIFPE
RFSGEGESGTSYSLTISRVEAEDAATYYCOOWT SNPPTFGGETELEIKRTVAAPSVEIFPP
RFSGEGESGTEYSLTISSMEARDAATYYCHORS - - SYTFGGGTELEIRRTVARPSVFIFPPE

SDEQLESGTASVVCLLNNEY PREARVOWEVDNALOSGNSQESVIEQDSEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNFY PREARVOWEVDNALOSGNSQESVIEQDSEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNFY PREARVOWEVDNALOSGNSQESVIECQDSEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNEY PREARKVOWEVDNALOSGNSQESVIEQDSEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNE Y PREAKVOWEVDHNALOSGNSQESVIEQDSKEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNEY PREARVOWEVDNALOSGNSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNFY PREARVOWEVDNALOSGNSQESVIEQDSEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNFY PREARVOWEVDNALOSGNSQESVIECQDSEDSTYSLSSTLT
SDEQLESGTASVVCLLNNFY PREARVOWEVDNALOSGNSOESVTECDSEDSTYSLSSTLT

LSEADYEFHEVYACEVTHQGLSSPVIESEFNRGEC
LEEADYERHEVYACEVIHOGLSSPVTESFNRGEC
LSEADYERHEVYACEVTHOGLSSPVTESFNRGEC
LSEADYERHEVYACEVIHOGLSSPVIKSFNRGEC
LSKADYERHEVYACEVIHOQGLSSPVIKSFHRGEC
LSEADYEFHEVYACEVTHQGLSSPVIESEFNRGEC
LEEADYERHEVYACEVIHOGLSSPVTESFNRGEC
LSEADYERHEVYACEVTHOGLSSPVTESFNRGEC
LSEADYERHEVYACEVIHOGLSSPVIKSFNRGE -

B3R OR3 R RY R ORI ORI RS
’
SR ST T
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Annexe 5: Matrices d’analyse physicochimique

Chaines Lourdes

Hydrogéne

Ada Ttz Ifx Rtx Ctx Bcz Bsx Ptz Etz

Polarité

Ada Ttz Ifx Rtx Ctx Bcz Bsx Ptz Etz

Charge

Ada Ttz Ifx Rtx Ctx Bcz Bsx Ptz Etz

Volume

Ada Ttz Ifx Rtx Ctx Bcz Bsx Ptz Etz

Hydropathie

Séquence

123
126
131
228

19
23
28
42
64
65
67
75
77
78
89
90
91
95
123
126
131
228

28
42
64
65
67
75
77
78
89
90
91
95
123
126
131
228

90

9.

95
123
126
131
228

Ada Ttz Ifx Rtx Ctx Bcz Bsx Ptz Etz
3
5

78
89
90
9
9
123
126!
131
228

3

5

13
19
2:

28
42
64
65
75
77
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***** Déterminants moléculaires de la
pharmacocinétique des anticorps
thérapeutiques

Résumé

La pharmacocinétique (PK) des anticorps monoclonaux (mAbs) est sujette a d’importantes variations
interindividuelles. Le récepteur néonatal au Fc des IgG (FcRn) et le statut immun a 1’encontre de ces mAbs
sont des déterminants de cette PK. La bioconjugaison des mAbs a des cytotoxiques entraine une altération de
leur PK. Nous montrons que le taux de couplage modifie I’affinité de ces especes pour le FcRn a pH6. La
proportion d’agrégats au sein des solutions d’anticorps armés augmente avec le taux de couplage et pourrait
entrainer une altération de leur PK. Par ailleurs, cette agrégation est impliquée dans I’immunogénicité des
mAbs, et nous avons donc cherché a identifier des acides aminés impliqués dans I’agrégation de mAbs
indiqués en clinique. Il apparait que la nature biochimique de résidus des paratopes pourrait augmenter cette
agrégation. Les anti-TNF-a présentent trés peu d'agrégats et figurent pourtant parmi les plus immunogenes
chez ’'Homme. Nous avons donc exploré le réle des complexes immuns dans leur immunogénicité chez la
souris. Il apparait que la présence du FcRn n’est pas a l’origine de I’immunisation contre ces mAbs,
contrairement a celle des complexes immuns.

Ces résultats donnent des pistes pour la production de mAbs plus efficients et mieux tolérés.

Mots-clés : Pharmacocinétique ; anticorps monoclonaux thérapeutiques ; anticorps armés ; récepteur néonatal
au Fc des IgG ; agrégats ; complexes immuns

Résumé en anglais

The pharmacokinetic (PK) profile of monoclonal antibodies (mAbs) shows interindividudal variability. The
neonatal Fc receptor (FcRn) and the immounogenicity of these mAbs are determinative factors of mAb PK.
Generation of antibody-drug-conjugates alters their PK profile. We show that the the affinity for FcRn at pH6
increases with the drug-to-mAb ratio, as does the amount of aggregates inside the mAb-drug-conjugate. The
amount of aggregates could be responsible for an avidity effect towards FcRn. These aggregates are known to
cause immunogenicity, so we studied biochemical determinants inside the aminoacid sequence of marketed
mAbs. We show that the biochemical nature of some aminoacids inside the paratope has an impact on the
amount of aggregation. Anti-TNF-o mAbs show very little aggregation but are very immunogenic in humans.
We studied the role of the formation of immune complexes in the immunization against anti-TNF-a. mAbs in
mice, and showed that immune complexes, but not FcRn are essential in the immunization process against anti-
TNF-o mAbs.

These results give leads towards the generation of more efficient, better tolerated mAbs.

Keywords: pharmacokinetics ; therapeutic monoclonal antibodies ; antibody-drug-conjugates ; neonatal Fc
receptor ; aggregates ; immune complexes.
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