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Abréviations

ADCC : Antibody Dependent Cell Cytotoxicity ou cytotoxicité cellulaire dépendante des
anticorps ; CH1: premier domaine constant de la chaine lourde; CH2: second domaine
constant de la chaine lourde; CH3: troisieme domaine constant de la chaine lourde ;
CDC: Complement Dependent Cytotoxicity ou cytotoxicité dépendante du complément;
Fab: fragment antigen binding; Fc: Fragment constant; Fv: fragment variable;
IgG: Immunoglobuline de type G; PBS: Phosphate Buffer Saline ou tampon phosphate ;
TNFo : Tumor Necrosis Factor alpha, ou facteur de nécrose tumorale alpha ; TLR : Toll-Like

Receptors ou Récepteurs Toll-like.



Partie | : Introduction et contexte

Les anticorps : relation structure-fonction

Le systeme immunitaire est constitué d’'un ensemble de cellules et de molécules fabriquées
et activées en réponse a des stimuli externes. Il comporte deux composantes
complémentaires et intriquées, que sont l'immunité innée et lI'immunité adaptative.
L'immunité innée correspond a un ensemble d’acteurs cellulaires et moléculaires
immédiatement actifs, qui constituent une premiére barriere contre I'attaque par les agents
pathogénes. Parmi ceux-ci, certains présentent a leur surface des molécules qui seront
reconnues directement par des cellules du systéme immunitaire, comme les macrophages
ou les polynucléaires neutrophiles, via des récepteurs spécifiques, par exemple les Toll-Like
Receptors ou TLR. Ce mécanisme, qui est le fruit de la coévolution entre I’'Homme et les
agents pathogénes, est nécessaire, mais parfois insuffisant pour aboutir a I'élimination de
ces derniers.

L'immunité adaptative est une autre composante du systéme immunitaire, complémentaire
a I'immunité innée. Elle est constituée d’'un ensemble de mécanismes intervenant lorsque
I'agent pathogéne est déja entré dans I'organisme, et aboutit a la synthése de protéines de
défenses générées spécifiquement en réponse a ce dernier. Elle s’appuie sur la capacité des
lymphocytes a générer au hasard une immense diversité de récepteurs, par des mécanismes

de recombinaisons génétiques et d’hypermutations somatiques.

Les anticorps font partie de ces protéines extrémement diverses générées par I'immunité
adaptative. lls servent d’adaptateurs entre une cible moléculaire sur une entité a détruire et
un effecteur du systéme immunitaire. Ces protéines sont constituées de deux chaines
lourdes et deux chaines légeres, associées en forme de « Y ». Les anticorps comportent deux
parties distinctes en termes de structure et de fonction (Figure 1). Le Fab est la partie qui
reconnait la cible, ou « antigene », les bras du Y. Il est constitué de deux fragments variables,
et de deux domaines CH1. Les domaines CH1 et CH2 des chaines lourdes sont séparés par la
charniere, trés mobile, qui donne une importante flexibilité a I'anticorps. Le Fc quant a lui,
correspond au corps du « Y » et est constitué par les domaines CH2 et CH3 des chaines

lourdes. Il a pour fonction de recruter des cellules et molécules du systéme immunitaire,



- Fab

- FC

Figure 1. Schéma d’un anticorps thérapeutique. Le Fab correspond a la partie de I'anticorps
chargé de reconnaitre et lier la cible. Il est constitué d’un fragment variable (blanc) et du
domaine constant CH1 (rouge) Le Fc (bleu) se charge de recruter les cellules et molécules du
systeme immunitaire qui détruiront I'agent pathogéne. C'est aussi la partie responsable de la
longue demi-vie de ces protéines. Il est constitué des domaines CH2 (en haut) et CH3

(en bas) en bleu.



dont la fonction est de détruire I'agent pathogéne qui aura été reconnu par les Fab de
I’anticorps. Dans le cas des Immunoglobulines G ou IgG, ces partenaires sont représentés
notamment par les macrophages, cellules chargées de phagocyter les agents pathogénes, et
les protéines du systeme du complément. La fixation et |'activation de ces dernieres par les
IgG aboutira a la formation de pores dans la membrane du pathogene, qui causeront la lyse
de ce dernier. La possibilité de créer des anticorps de type IgG dirigés contre une cible
moléculaire prédéfinie permet donc de favoriser la dégradation d’'un pathogéne porteur de

cette cible, en redirigeant le systeme immunitaire a son encontre.

Anticorps thérapeutiques : de I'ingénierie a la clinique

En 1975, Kohler et Milstein ont montré que |'on pouvait faire fusionner des lymphocytes B,
synthétiseurs physiologiques d’anticorps, avec des cellules de myélome murin. Le produit de
la fusion de ces cellules, appelé « hybridome », est capable de produire un anticorps unique
indéfiniment. Ce procédé d’ingénierie cellulaire est toujours employé de nos jours, méme si
de nouvelles technologies sont apparues depuis.® En effet, il est désormais possible de faire
fabriquer par des cellules génétiquement modifiées des anticorps dont la séquence est
parfaitement déterminée a I'avance. Cela permet entre autres de modifier certains résidus
voire des portions entiéres de séquence. Ces modifications ont pour but d’améliorer les
capacités de I'anticorps en question, que ce soit pour le rendre plus efficace, mieux toléré,
voire de générer des protéines chimériques, comme par exemple des récepteurs fusionnés a
un Fc d’lgG, ce qui permet d’allonger leur demi-vie pIasmatique.2 Cette malléabilité est I'une
des clés du succes de ces protéines en thérapeutique. Une autre raison a ce succes est la
grande spécificité des anticorps pour leur cible, ce qui limite les effets indésirables. Les
anticorps ont été introduits en thérapeutique dans les années 90 et constituent désormais
une classe de médicaments a succes.’ Depuis le développement du premier blockbuster de
cette classe, le rituximab, le nombre d’autorisations de mise sur le marché par an pour les

anticorps thérapeutiques ne cesse d’augmenter.*° &’

il en existe une cinquantaine a I’heure
actuelle sur le marché francais, le nombre de ces molécules en phase d’essai clinique est
estimé a 500 environ, réparties dans de nombreux domaines thérapeutiques. En effet, il
existe des anticorps monoclonaux pour le traitement de pathologies cancéreuses (rituximab,

trastuzumab, cétuximab...), inflammatoires chroniques (infliximab, golimumab,
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adalimumab...), mais aussi en ophtalmologie (bevacizumab, ranibizumab), ou encore dans
des domaines comme la cardiologie (évolocumab, alirocumab).™ Malgré leur efficacité et les
nombreuses avancées en thérapeutique, les anticorps thérapeutiques présentent un certain

nombre de problématiques liées a leur fabrication et a leur utilisation.

Immunogénicité des anticorps thérapeutiques

La classe des anticorps thérapeutiques, appartenant aux biomédicaments, présente des
caractéristiques physicochimiques et biologiques tres différentes de celles des molécules
thérapeutiques issues de la chimie. Parmi les problématiques liées a I'utilisation de cette
classe médicamenteuse se trouve I'immunisation, méme si cette derniére ne constitue pas
un phénomene spécifique. L'immunisation est la conséquence de la reconnaissance de
I'anticorps thérapeutique par l'immunité adaptative du patient comme une protéine
étrangere ou « xéno-antigene ». Le médicament devient alors a son tour, au regard du
systeme immunitaire, un agent potentiellement dangereux que |'organisme du patient
contre-attaque en fabrigquant des anticorps anti-médicament. Ces anticorps-anti-anticorps se

lient au médicament, accélérant son élimination.*?

L'immunisation a l'encontre d’un anticorps thérapeutique est favorisée par plusieurs
facteurs liés a la séquence, a la stabilité ou au mode d’administration de ces médicaments.
Dans certaines pathologies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide, elle pose des
problemes de par sa fréquence.13 Dans ces pathologies a forte composante inflammatoire, il
est fréguemment observé une immunisation a I'encontre de I’anticorps, pouvant étre limitée
par la co-administration de médicaments immunosuppresseurs, comme le méthotrexate.™
Dans ce contexte, le suivi biologique de I'apparition des anticorps anti-anticorps
thérapeutique peut amener le prescripteur a changer de ligne de traitement afin d’anticiper
les conséquences cliniques de la perte d’efficacité liée a 'immunisation.™

Parmi les facteurs d’immunisation liés au schéma d’administration, I’exposition quantitative
au médicament semble jouer un role important. En effet, dans le cas des anti-TNFa,
I'apparition d’anticorps anti-anticorps, en favorisant une sous-exposition au médicament
majorerait I'immunisation a son égard, et l'administration de doses d’anticorps plus

importantes diminuerait le risque d’immunisation.’® A Iinverse, I'administration de doses
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importantes, en permettant une forte exposition et surtout continue au médicament,

1317 ce phénomeéne a

favoriserait la tolérance de I'organisme a ces protéines thérapeutiques.
été décrit dans la littérature comme « high-zone tolerance » ou tolérance induite par une
forte exposition.*®

Certains facteurs potentiels comme le degré d’humanisation, soit la ressemblance avec les
anticorps « naturels » de 'Homme, méme si toujours évoqués, sont largement discutés. Si
certains anticorps entierement murins, comme le muromonab,se sont montrés
immunogénes, c’est également le cas pour beaucoup d’anticorps humanisés ou humains.®
On considére de plus en plus que la principale source d'immunisation directement liée a la
séquence est la présence d’épitopes reconnus par les lymphocytes B et T.*%?°

Enfin, parmi les autres facteurs potentiellement impliqués dans I'immunisation, on trouve
des problématiques liées a la stabilité du médicament en lui-méme. Alors que la péremption
des médicaments « classiques », issus de la chimie se traduit souvent par la transformation
du principe actif, soit en une ou plusieurs molécules inefficaces ou toxiques, le vieillissement
des biomédicaments aboutit 3 une diminution de leur stabilité colloidale en solution.?! Cette
baisse de stabilité se traduit, notamment, par une augmentation de la proportion d’agrégats
contenus dans la solution thérapeutique. Chez la souris, il a été décrit de plus forts taux
d’'immunisation a I'encontre de protéines thérapeutiques présentant de plus fortes
proportions d’agrégats protéiques.zz’23

En effet, si les anticorps de type IgG sont des protéines exercant leur action sous forme de
monomere, il existe un équilibre thermodynamique entre cette forme et la forme dimérique,
ou deux anticorps s’associent entre eux de fagon non covalente et réversible. Ce

phénoméne, appelé « nucléation », sert de base a la formation d’agrégats plus gros, qui sont

des polymeres d'anticorps.24

L'agrégation est un probleme bien connu et tres décrit dans la littérature, et de nombreux
facteurs facilitants ont été décrits, comme :

- De fortes concentrations en anticorps, qui sont pourtant souhaitables pour diminuer les
volumes fabriqués ou également pour une administration sous-cutanée,®

- Le type et le nombre de glycosylations, parametre complexe et dépendant de la lignée
26-31

d’expression,

- La formulation galénique, et donc les excipients employés, et notamment la force
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ionique,32'33

- Les conditions de stockage de I’anticorps comme la durée, la température, |'agitation,
I'exposition a la lumiére, ou a I'oxygéne de I'air, >

- Enfin, la séquence primaire et notamment certains motifs d’acides aminés, des séquences
courtes « pro-agrégantes », bien que certains motifs soient également décrits comme « anti-
agrégants », >’

Ces facteurs sont importants a prendre en compte car ils sont pour certains (comme la
séquence primaire en acides aminés) déterminés tres précocement dans le développement
du candidat-médicament. La séquence primaire étant fixée pour un biomédicament donné, il

est en effet impossible d’intervenir sur cette séquence sans devoir recommencer les essais

précliniques.

Dans ce travail, nous avons donc cherché a savoir si la nature des acides aminés exposés a la
surface d’un anticorps pouvait avoir un impact sur sa propension a |’agrégation en solution.
Nous avons étudié les séquences d’anticorps ayant déja obtenu leur autorisation de mise sur
le marché, et observé a I'aide de techniques chromatographiques la proportion d’agrégats
contenus dans des solutions d’anticorps analysées dans les mémes conditions (méme
concentration, méme tampon). Nous avons ensuite tenté d’élucider les facteurs
responsables des différences de taux d’agrégats dans ces solutions a I'aide d’approches bio-
informatiques telles que I'analyse des propriétés physicochimiques des résidus les plus

exposés ou I'analyse de la répartition de ces résidus a la surface des anticorps.



Nom

Concentration

commercial DCI Sous-type (mg/mL) Tampon pH  Tensioactif Agent de tonicité
Avastin Bevacizumab lgGlk 25 Phosphate Polysorbate 20 Tréhalose
Erbitux Cetuximab lgGlk 5 Citrate Polysorbate 80 NaCl / Glycine
Empliciti Elotuzumab lgGlx 25 Citrate Polysorbate 80 Sucrose
Herceptin  Trastuzumab lgGlx 21 Histidine Polysorbate 20 Tréhalose
Humira Adalimumab lgGlk 50 Citrate / Phosphate Polysorbate 80 NaCl / Mannitol
Mabthera Rituximab lgGlk 10 Citrate Polysorbate 80 NaCl
Perjeta Pertuzumab lgGlx 30 Histidine Polysorbate 20 Saccharose
Remicade Infliximab IgGlk 10 Phosphate Polysorbate 80 Saccharose
Simulect Basiliximab IgGlk 4 Phosphate Mannitol / NaCl /

Saccharose / Glycine

Tableau 1. Liste des formulations commerciales d’anticorps utilisés pour cette étude. Ces

formulations sont prévues pour administration intraveineuse apres dilution, a I'exception de

I’'adalimumab qui est fourni sous forme de seringue ou de stylo pour auto-injection sous-

cutanée.



Partie Il : Analyse physico-chimique

11.1) Introduction

L’objectif de ce travail est de déterminer si des résidus d’acides aminés a des positions
spécifiques de la séquence primaire d’un anticorps thérapeutique peuvent avoir un impact
sur sa propension a I'agrégation.

L’analyse physico-chimique a pour but de mesurer la proportion d’agrégats contenus au sein
de solutions comparables de ces anticorps. Les différences de proportions d’agrégats entre
les anticorps seront confrontées aux différences entre leurs séquences peptidiques. Le but
de I'étude est de voir si certains résidus d’acides aminés sont plus volontiers retrouvés dans
les anticorps présentant plus d’agrégats. Nous avons donc choisi d’analyser des anticorps
ayant recu leur autorisation de mise sur le marché, tous de type IgG1k. Cette sous-classe est
la plus fréquemment retrouvée a I'heure actuelle parmi les anticorps thérapeutiques, parce
gu’elle présente un bon profil de recrutement des effecteurs du systéme immunitaire. Ceci
permet d’avoir une bonne activité sur la cible notamment en termes de cytotoxicité
dépendante des cellules effectrices (Antibody Dependent Cell Cytotoxicity ou ADCC) ou du
complément (Complement Dependent Cytotoxicity ou CDC). Le fait d’étudier des anticorps
d’'une seule sous-classe permet également de s’affranchir d’'un facteur de variabilité
supplémentaire, méme s’il n’existe pas de données de la littérature indiquant qu’une sous-
classe possede une plus forte propension a I'agrégation que les autres. Afin de limiter les
autres facteurs de variabilité, ces anticorps ont été préparés a une concentration identique,
dans un méme tampon (tampon phosphate ou PBS). En effet, des différences de salinité du
tampon ou de concentration en anticorps peuvent avoir un impact sur le taux d’agrégats
contenus en solution.® Or, les solutions commerciales de ces différents anticorps ont des
compositions trés variables, avec de nombreux excipients (Tableau 1). De plus, les
concentrations en anticorps de ces différentes solutions commerciales sont trés différentes,

et vont de quatre a cent grammes par litre.

Les anticorps choisis pour I’étude possédent majoritairement des indications en cancérologie
ou onco-hématologie (77,8%), mais également en rhumatologie (33,3%), ophtalmologie

(11,1%), médecine interne (11,1%), et en transplantation rénale (11,1%). La somme des
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proportions des indications dépasse les 100% car certains de ces anticorps possédent des
indications dans plusieurs catégories de pathologies, a I'instar du rituximab, indiqué a la fois
dans le traitement de pathologies cancéreuses comme le lymphome folliculaire, de
connectivites comme la polyarthrite rhumatoide, et d’autres pathologies auto-immunes

comme la maladie de Wegener.

11.2) 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), et élotuzumab (Empliciti,
Bristol Myers Squibb).

Pour chacune de ces solutions d’anticorps, il a été prélevé un volume correspondant a deux
milligrammes d’anticorps. La concentration ainsi que le tampon sont fixés, et apres rincage,

I'analyse chromatographique a été effectuée et réitérée trois fois a une semaine d’intervalle.

Formulation :

Le tampon de formulation commerciale a été échangé pour du tampon phosphate ou PBS, a
pH 7,2. Pour effectuer cette opération, nous avons pris un volume de chaque solution
commerciale contenant deux milligrammes d’anticorps afin que la concentration dans un
volume final de 2mL de PBS soit égale a 1mg/mL. On effectue I’échange de solvant a 'aide
de filtres ultracentrifugeables (Pierce Concentrators) équipés de membranes de cellulose
régénérée d’une perméabilité limite de 9kDa. Aprés trois rincages avec du PBS par
centrifugation a 1100g pendant 45minutes, on ajuste le volume a 2mL par filtre, puis chaque

solution est filtrée a 0,22um et stockée dans des flacons en verre a +4°C.
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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 réfractomeétre Wyatt OptiLab T-rex, sur une
colonne Shodex Protein KW-803 de dimension 300 x 7,8mm. Une quantité de 50ug de
chaque anticorps est injectée en triplicat 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. On évalue
également la perte protéique de chaque solution d’anticorps sur la durée totale des

analyses.

11.3) Résultats et discussion

Les caractéristiques des anticorps injectés ainsi que les taux de diméres obtenus sont
consignés dans le tableau 2. Les taux de diméres observés sont restés constants au cours des
trois semaines d’étude. La perte protéique en anticorps entre le premier et le dernier jour
était contenue entre 1,5 et 8,7% de perte en masse, mesurée au réfractomeétre. Pour
I'elotuzumab, il a été mesuré une augmentation apparente de la quantité d’anticorps sur
cette période, qui a ce jour, n’a pas pu étre expliquée. En effet, la solution utilisée était la
méme pour toute la durée de I'étude.

Des chromatogrammes représentatifs des injections en exclusion stérique sont présentés en
figures 2 et 3. Parmi ces anticorps, aucun taux de dimeres n’excéde les 3% (bevacizumab).
Pour certains, comme l'infliximab ou le basiliximab, il y a méme absence totale de dimeéres
détectables par la technique de chromatographie d’exclusion stérique. Dans le contexte du
développement d’un anticorps thérapeutique, un seuil de 5% de dimeres est considéré
comme la limite au-dessus de laquelle un anticorps ou sa formulation doit étre optimisé.?®

Aucun anticorps étudié n’atteignait ce seuil, ce qui était attendu puisque ce sont des

médicaments autorisés.
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Tableau 2
Nom Adalimumab Trastuzumab Infliximab Rituximab Cetuximab Bevacizumab Basiliximab Pertuzumab Elotuzumab
Spécialité Humira Herceptin Remicade Mabthera Erbitux Avastin Simulect Perjeta Empliciti
Compagnie Abbvie Genentech Centocor Genentech BMS Genentech  Novartis Genentech BMS/Abbvie
Lignée d'expression™® CHO CHO MM CHO MM CHO MM CHO MM
Diméres mesurés (%) 0,14 0,18 0,00 0,15 0,15 3,00 0,00 0,13 0,85
Diminution de quantité
mesurée entre J1 et J15 2,2 2,3 8,7 2,7 1,5 5,3 2 3 -7,5
(%)

*CHO: Chinese Hamster Ovary; MM: Murine Myeloma
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Au vu des résultats de I'analyse chromatographique, et notamment le fait que certains
anticorps ne présentaient pas d’agrégats, un seuil de 0,15% d’agrégats a été choisi pour
différencier deux catégories. Les anticorps possédant un taux de dimeres strictement
inférieur a 0,15% ont été classés dans la catégorie « BONS ». Ceux qui possédaient un taux
de dimeéres supérieur ou égal a 0,15% ont été classés dans la catégorie « MAUVAIS ». Ce
seuil arbitraire a été choisi, notamment, pour obtenir des catégories avec des effectifs

suffisamment importants.

De nombreux facteurs peuvent étre responsables de la propension a I'agrégation, comme:

- des parametres extrinseques a l'anticorps comme la force ionique du solvant ou la
concentration en anticorps.32'3‘°"38

Ces parametres sont liés a la formulation de I'anticorps. Ils sont déterminés par le fabricant
en fonction de la stabilité souhaitée et de la voie d'administration,

- des parametres de vieillissement comme la fragmentation induite par exposition a la
lumiére, ou I’oxydation induite par exposition a air,**

- et enfin des paramétres intrinseques comme le profil de glycosylation, déterminé par la
nature de la cellule productrice, et la séquence primaire, qui est caractéristique d’un
anticorps thérapeutique.

Nos conditions ont permis de maitriser les parameétres extrinseques, en fixant a la fois la
concentration en anticorps et la nature du tampon. Le biais lié aux parametres de
vieillissement ont été contenus en utilisant des anticorps n’ayant pas dépassé la date de
péremption. Nous avons vérifié que les différences d’agrégation observées n’étaient pas
dues a des facteurs évidents tels que le fabricant ou la lignée d’expression.

Les différences en termes de glycosylation sont quant a elles un biais compliqué a
contourner. En effet, une lignée d’expression, qu’il s’agisse d’'un hybridome murin ou d’une
lignée d’ovaire de hamster, va introduire des sucres ramifiés sur I'asparagine en position 297
(N297) des chaines lourdes de l'anticorps. Si I'absence totale de sucre sur N297 a été
clairement décrite comme une cause d'agrégation,27'31

Les différentes combinaisons de sucres introduites de facon hétérogene par le systeme

d’expression sont plus difficiles a étudier.
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Figure 2. Chromatogrammes obtenus en chromatographie d’exclusion stérique. Les pics

ayant une hauteur relative de 1 sont I'espéce monomérique, majoritaire au sein de toutes

les solutions. Les pics élués aux alentours de 12minutes sont des dimeres d’anticorps.
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Figure 3. Détail des chromatogrammes obtenus en exclusion stérique. Les deux pics a

12minutes sont les diméres du bevacizumab (magenta) et de I'elotuzumab (vert clair).
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En effet, un seul lot d’anticorps thérapeutique peut contenir plusieurs dizaines de
glycoformes différentes, dont quelques-unes seront majoritaires, et toutes les autres seront
simplement détectables.*

De ce fait, la caractérisation de l'effet de chaque population, bien que scientifiquement
pertinente, n’est techniquement pas réalisable, de par la difficulté que représente la
séparation et la collecte des différentes glycoformes. Néanmoins, certaines études ont
étudié I'impact de certains sucres sur I'agrégabilité, les parametres pharmacocinétiques ou
les fonctions effectrices. Ainsi, Okbazaghi et al. montrent que pour des sucres tels que des
formes « high-mannose », des mélanges mannose et N-acetylglucosamine ou
N-acetylglucosamine seule sur la position N297, il n’existe pas de différences en termes
d’agrégabilité.*°

En collectant des pics de monomeéres et de diméres en chromatographie d’exclusion
stérique, d’autres auteurs ont quant a eux pu mettre en évidence des proportions
différentes de formes galactosylées et fucosylées, avec une diminution de ces formes allant
de 70 4 80% entre les fractions de diméres et de monomeres.*!

Cette étude portait toutefois sur un anticorps bispécifique non commercialisé et dont le
sous-type n’est pas explicité, et ne permet donc pas de généraliser aux anticorps sur le
marché. Une autre approche pour contourner le biais lié aux différences de glycosylation est
la déglycosylation enzymatique systématique de toutes les solutions étudiées. Néanmoins,
les espéces ainsi obtenues subissent des stress supplémentaires (exposition a une
température de 37°C sur des temps longs, problématique d’élimination de I'enzyme...) qui
rendent nécessaires des caractérisations supplémentaires des solutions traitées par
chromatographie, électrophoréese et spectrométrie de masse, coliteuses, chronophages et
fastidieuses. La pertinence de ces analyses n’étant pas assurée par les données de la

littérature, cette approche n’a pas été retenue.

Enfin, plusieurs équipes ont étudié lI'impact de la séquence en acides aminés sur
I'agrégation. Il a été décrit des motifs pro-agrégants dans la séquence primaire d’anticorps
en développement ou commercialisés. >’

Des outils informatiques ayant pour but de prédire la formation de plaques amyloides dans
des protéines, tels que le logiciel TANGO sont utilisés dans les travaux de Wang pour la

recherche de régions a risque, tandis que d’autres équipes ont choisi de développer leur
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propre outil de prédiction en validant ces modeles par des mesures de taux d’agrégats sur
les anticorps concernés.®®

Nous avons donc adopté une stratégie similaire, mais en nous focalisant sur des anticorps
ayant une AMM afin de chercher, au sein d’anticorps possédant déja des caractéristiques
physicochimiques intéressantes, les positions qui permettraient d’atteindre des objectifs

plus stricts en termes d’agrégation.

En conclusion, I'analyse chromatographique des neuf anticorps testés révele : d’'une part,
gue ces anticorps sont assez stables, y compris en dehors de leur tampon d’origine (et ce
malgré la centrifugation préparative qui constitue un stress mécanique) ; et d’autre part, que
ces anticorps, bien que tous de type IgGlk, présentent des disparités en termes de taux
d’agrégation (méme si ces taux restent acceptables).
Nous avons donc cherché a comprendre la part d’'implication de la séquence primaire sur ces
différences d’agrégabilité. Deux types d’approches ont été appliqués :

-une étude par comparaison des séquences primaires, visant a mettre en évidence
des différences entre les résidus les plus exposés au solvant ;

-et une approche spatiale, visant a identifier d’éventuels regroupements de résidus

chargés ou hydrophobes dans les structures publiées issues de la cristallographie.
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Partie lll : Analyse bio-informatique

l1l.1) Introduction

Afin d’interpréter les données obtenues grace a I'analyse chromatographique en exclusion
stérique, nous nous sommes intéressés a la séquence primaire des anticorps étudiés. Nous
avons cherché ces séquences, soit dans des bases de données en ligne, soit dans les brevets
de ces anticorps. La principale source de séquences en ligne utilisée ici est IMGT. Il s’agit
d’'une base de données développée par Lefranc et al. et qui présente I'avantage d’une
numérotation unique appelée IMGT numbering.***?

Ainsi, une position chiffrée donnée correspondra a une position dans I'espace, malgré les
différences en termes de longueur des CDR voire des éventuelles insertions et délétions au
sein de la séquence méme de l'anticorps. D’autres bases de données ont été utilisées

lorsque les séquences ne pouvaient étre trouvées dans IMGT, comme TABS, qui est une base

de données privée destinée aux développeurs d’anticorps thérapeutiques.

L'agrégation correspond a une interaction non covalente entre deux ou plusieurs anticorps
de la méme espece. Cette interaction se fait par la surface des anticorps, et les résidus
impliqués seront donc des résidus exposés au solvant. Afin de chercher les positions
pertinentes a comparer, il faut donc connaitre celles qui sont exposées a la surface de
I'anticorps. L'outil ASAview permet de déterminer a partir d’'une structure 3D issue de la
littérature quelle proportion de la surface d’un résidu d’acide aminé est accessible au

44
solvant.

Les séquences d’anticorps ont ensuite été alignées et comparées. Afin d’évaluer
I’accessibilité au solvant d’un résidu, il est admis qu’une exposition de 20% est considérée
comme significative dans les modéles cristallographiques.”

Par ailleurs, chaque résidu d’acide aminé a été défini par ses propriétés physicochimiques :
volume, charge, hydropathie, polarité et capacité a donner ou accepter une liaison
hydrogene.

Pour chaque position donnée, nous avons testé I'association entre chaque caractéristique

d’un résidu et la propension a I'agrégation de I'anticorps.
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Pour les deux extrémes opposés en termes de quantité d’agrégats, nommément l'infliximab
et le bévacizumab, nous avons également recherché visuellement des différences de

répartition des résidus chargés et des résidus hydrophobes de surface.

111.2) Matériel et méthodes

Pour effectuer I'analyse statistique, nous avons classé les anticorps en deux catégories : les
« bons », présentant trés peu d’agrégats, et les « mauvais », qui en présentaient plus. Les
parametres physicochimiques des résidus ont été codés par des chiffres. La moyenne de la
catégorie des bons anticorps a été confrontée a la moyenne de la catégorie des mauvais,

pour chaque parameétre physicochimique, a chaque position testée.

Séquences d’anticorps et alignements

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

sont laissés par défaut.

Structures

Les structures en cristallographie de I'adalimumab, du trastuzumab, de l'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,
1YY8, 1BJ1, IMIM, et 1L71.%7>

Ces structures sont traitées par Asaview, un logiciel en ligne accessible a I'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 I'étude les
résidus enfouis. Les coefficients ASA sont apposés contre chaque résidu de I'alignement. Les
résidus ayant un coefficient ASA supérieur a 0,2 systématiquement pour tous les anticorps
testés sont conservés, les autres sont écartés de I'analyse.

Les parametres étudiés sont au nombre de cing : I’hydropathie, le volume, la charge, la
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polarité, et le statut de donneur ou accepteur d’hydrogéne. Ces catégories sont
respectivement nommées « hydropathy », «volume», «charge», « polarity», et
« hydrogen ». La matrice est ainsi dupliquée, afin de pouvoir remplacer chaque acide aminé
par le nombre qui chiffrera le parametre considéré, selon les classes décrites par Pommié
etal>

Le codage a été effectué comme suit: pour I’hydropathie, Pommié définit trois classes:
hydrophobe (codé 1), neutre (codé 2), et hydrophile (codé 3). Pour le volume, il existe cing
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 hydrogéne, 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 parametre physicochimique associé, sont données

en annexe 2.

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 les ceux pour lesquels le taux de dimeéres est
supérieur a 0,15%. Pour chaque parametre 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 effectuée a I'aide d’un test

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

Analyse de la répartition des résidus chargés et des résidus hydrophobes

Les structures de l'infliximab et du bevacizumab ont été utilisées. Les résidus chargés et

hydrophobes dont I’ASA est supérieur ou égal a 20% sont consignés sous forme de tableau.
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Afin de visualiser des différences de répartition qui pourraient générer des zones
hydrophobes ou des zones chargées a la surface des Fab, et étre la source des différences
d’agrégation, ces résidus sont visualisés sur la structure issue de la cristallographie grace au

logiciel VMD.*

111.3) Résultats et discussion

Analyse matricielle

L'analyse des facteurs favorisant I'agrégation est complexe. En effet, les causes potentielles
de dimérisation sont multiples: solvant, concentration en anticorps, déglycosylation,
oxydation de la protéine, et agencement des résidus d’acides aminée dans la séquence et
dans I’espace.21’27’31_33'38’41

Si I'on peut s’affranchir en partie de certaines causes de biais, comme les différences de
concentration ou de solvant, d’autres sont inévitables comme les différences potentielles de
profil de glycosylation, ou difficiles d’accés, comme le statut d’oxydation des méthionines,
qui a également été incriminée dans I'agrégation de protéines thérapeutiques, méme si ce
phénomeéne n’a pas pu étre confirmé pour les anticorps de type 1gG1.°*>” Nous avons donc

décidé de nous affranchir de cette analyse. La plupart des causes potentielles de biais étant

ici jugulées ou identifiées, le protocole d’analyse a été validé et poursuivi.

Afin de déterminer quels étaient les résidus a comparer au sein des séquences des neuf
anticorps utilisés dans I'analyse physicochimique, nous avons aligné les séquences primaires
(figure 4). Les résidus les plus exposés sont identifiés par analyse des structures publiées
grace au logiciel ASAview. Seuls les résidus pour lesquels I'accessibilité au solvant était
strictement supérieure a 20% (pour tous les anticorps) ont été conservés pour I'analyse.

Les matrices générées pour chaque parametre physicochimique ont été analysées, les

résultats sont consignés, par position, dans le tableau 3.
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CLUSTAL C(1.2.1) multiple sequence alignment

Infliximab Heavy_chain Fab
basiliximab_heavy chain
pertuzumab_heavy chain
T906H| cetuximab

Te0SH | rituximab

T637H| trastuzumalb
Bevacizumab

adalimumab heavy chain
9074H|elotuzumab

Infliximab Heavy_ chain Fab
basiliximab_heavy chain
pertuzumab_heavy_chain
T906H| cetuximab

T60SH | rituximab

T&3T7H| trastuzumal
Bevacizumab
adalimumab_heavy_ chain
9074H| elotuzumab

Infliximab Heavy chain Fab
basiliximab_heavy chain
pertuzumab_heavy_chain
T906H | cetuximab

Te09H | rituximab

T&37H| trastuzumab
Bevacizumab
adalimumab_heavy_ chain
9074H|elotuzumab

Infliximab Heavy chain Fab
basiliximab_heavy chain
pertuzumab heavy chain
T906H | cetuximab

Te08H| rituximab

T637H | trastuzumab
Bevacizumab

adalimumab heavy chain
9074H|elotuzumab
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Figure 4. Alignements des séquences d’anticorps. Les

s’arrétent a la fin du domaine CH1. Les tirets représentent les lacunes de I'alignement.
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Parmi les neuf anticorps analysés, seulement huit disposaient de structures de Fab publiées
(tous sauf I"’élotuzumab). La plupart des différences étaient contenues dans les fragments
variables. Les fragments constants étaient trés conservés, et correspondaient
majoritairement a deux séquences. Ces deux séquences de chaine lourde IgG1
correspondent a un polymorphisme appelé allotype. L'allotype des différents anticorps
testés n’étant pas corrélable aux différences en termes d’agrégation observées dans notre

étude, la séquence des chaines lourdes a été écartée de I'analyse.
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Position | hydropathy volume charge polarity hydrogen
1 NA 0,373 0,373 NA 0,373
3 0,101 0,373 NA 0,101 0,101
9 0,101 0,637 NA 0,101 0,101

15 0,101 0,101 NA NA NA
18 NA NA NA NA NA
24 0,722 0,722 0,722 NA 0,722
2 [IEE o I o3 0,053
40 NA NA NA NA NA
41 NA NA NA 0,373 0,373
42 0,373 0,373 NA 0,373 0,373
43 0,101 0,112 0,101 0,373 0,116
46 NA NA NA NA NA
55 1,000 0,373 0,722 0,766 1,000
57 NA 0,722 NA NA NA
61 0,165 0,860 0,239 0,373 0,165
67 0,239 0,239 0,239 0,239 0,239
71 0,373 0,373 0,373 NA 0,373
77 0,373 0,373 NA NA NA
78 0,637 0,377 0,637 NA 0,637
80 NA NA 0,101 NA 0,101
102 0,112 0,101 NA 0,209 0,209
105 NA 0,637 0,637 NA 0,637

Chaine lourde

Position | hydropathy volume charge polarity hydrogen
1 0,637 0,637 0,758 NA 0,758
3 0,637 0,373 1,000 0,637 1,000
5 0,112 0,373 0,759 0,209 0,220
7 0,637 0,373 0,637 0,373 0,373

13 0,637 0,377 0,377 0,637 0,377
19 1,000 1,000 0,377 0,637 0,377
23 0,220 0,120 0,377 0,373 0,220
28 0,194 1,000 0,216 0,373 0,165
42 0,373 0,377 1,000 1,000 1,000
64 0,155 0,074 0,885 0,209 0,496
65 0,665 0,276 0,568 0,373 0,785
67 1,000 0,377 0,217 0,637 0,217
75 0,637 0,637 0,637 0,637 0,637
77 0,537 0,637 0,637 1,000 1,000
78 0,373 0,377 0,377 0,637 0,377
89 0,637 0,217 0,217 0,637 0,217
90 0,112 0,377 0,637 0,209 0,209
91 0,637 1,000 0,373 0,637 0,373
95 0,637 0,373 0,637 0,637 0,637
123 1,000 1,000 0,637 0,373 0,373
126 0,217 0,217 0,637 0,373 0,373
131 0,758 0,637 0,637 0,209 0,209
228 0,637 0,637 0,637 0,637 0,637

Tableau 3. Résultats de I'analyse matricielle. Les valeurs données dans le tableau sont les p-
values de la différence des moyennes des paramétres entre la catégorie « BONS » et la
catégorie « MAUVAIS ». Les positions avec le fond en jaune sont celles qui ont une p-value
approchant de 0,1. Les positions avec un fond orangé sont celles pour lesquelles la p-value
est comprise entre 0,05 et 0,1. Les positions avec un fond rouge sont celles pour lesquelles la

p-value est inférieure a 0,05.
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Pour le reste de I'étude, nous nous concentrons sur les Fab. Les positions strictement
conservées ainsi que les positions non conservées mais dont le coefficient d’accessibilité au
solvant est inférieur a 20% sont écartées. Sur les 21 positions testées, aucune ne donne de
résultat significatif au sein de la chaine lourde. Sur la chaine légere, une position ressort
statistiqguement significative de cette analyse, avec une p-value de 0,048 pour le paramétre
« hydropathie » et de 0,037 pour le parameétre « charge ». Cette position correspond a la
position 28 sur I'alignement et en numérotation IMGT.*?

Elle est incluse dans le CDR1 (figure 5). Dans le cas des anticorps de la catégorie « BONS »,
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, comme indiqué dans le tableau 4. 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 « MAUVAIS ». En effet, pour ces
derniers, cette position est occupée strictement par un acide aspartique.

Ces résultats rappellent I'importance de la séquence des CDR. En effet, ces anticorps
présentent des séquences tres proches. La structure primaire est trés étudiée car il a été
montré qu’elle pouvait augmenter la propension a I'agrégation, notamment par la présence

de motifs pro—agrégants.35’37
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R A e T
Figure 5. Représentation sur deux couches du fragment variable de la chaine légére du
rituximab, selon IMGT « Collier de Perles ». Le CDR1 est constitué par les résidus encadrés
en bleu, le CDR2 par des résidus encadrés en vert clair et le CDR3 par des résidus encadrés

en vert sombre. Les positions inoccupées dans le cas de cet anticorps sont représentées avec

un fond hachuré.

Bons Mauvais
Ada Ifx Rtx Ctx Bsx Ptz Ttz Bvz Etz
Chaine légére
résidu 28 G F S S S D D D D
Hydropathie | Neutre Hydrophobe Neutre Neutre Neutre Hydrophile| Hydrophile Hydrophile Hydrophile
Charge Non Non Non Non Non Positive Positive Positive Positive
%diméres 0,14 0,00 0,15 0,15 0,00 0,13 0,18 3,00 0,85

Tableau 4. Résidus présents sur la position 28 de la chaine légére des différents anticorps
analysés. Légende : adalimumab : Ada, infliximab : Ifx, rituximab : Rtx, cétuximab : Ctx,

basiliximab : Bsx, pertuzumab : Ptz, trastuzumab : Ttz, bévacizumab : Bvz, élotuzumab : Etz.
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De nombreux outils informatiques ont été développés pour tenter de prédire la propension

365839 Certains de ces outils se basent sur les

a l'agrégation d’un candidat-médicament.
connaissances acquises dans les pathologies a dép6t de protéines amyloides, et identifient
des motifs au sein d’anticorps commerciaux qui seraient source d’agrégation.’’ Ces motifs
ont pu étre retrouvés pour certains dans 'intégralité des anticorps de notre étude, comme la
séquence « SVFIFP » au début du domaine constant de la chaine légére.

D’autres études se basent sur de l'apprentissage informatique basé sur des données
d’agrégation. Obrezanova et al. ont ainsi utilisé des séquences publiées dans la littérature et
développé au hasard des centaines de séquences générées au hasard grace a des systemes
de culture cellulaire a haut débit pour générer un grand panel de séquences dans les mémes
conditions et pouvoir générer un set d’apprentissage trés étendu.*® Cet algorithme semi-
guantitatif montre une prédiction des risques d’agrégation aux alentours de 85% et a
montré de meilleures performances que celui de Lauer et al., a visée quantitative. Ce dernier
se base sur la propension a I'agrégation des CDR en particulier, ainsi que sur la charge nette
de I'anticorps entier. Les fragments variables, et a plus forte raison les CDR constituent a la
fois une zone de grande variabilité et une zone de contrainte. En effet, si les CDR sont par
essence la zone la plus variable de l'anticorps, d’un point de vue du mécanisme
physiologique par lequel ils sont obtenus, le moindre remplacement d’acide aminé en leur
sein fait courir le risque de perte d’affinité pour la cible. Ce concept a d’ailleurs déja été
utilisé pour induire une tolérance a certains anticorps thérapeutiques sans exercer d’effet
pharmacologique en administrant un anticorps muté sur une seule position au sein d’'un
CDR."

La plupart des approches retrouvées dans la littérature s’appuie sur des panels d’anticorps
trés étendus, voire sur des données issues de la pathologie afin de développer des outils
capables de prédire a priori la propension a l'agrégation d’un anticorps, au vu de sa
séquence primaire.

La démarche que nous avons appliquée est inverse. Nous nous sommes focalisés sur des
anticorps développés et dont la tolérance et l'efficacité sont déja connues afin de
déterminer quels éléments de leur séquence leurs conféraient leur plus ou moins bonne
stabilité en solution. Cette démarche permet de développer un anticorps en se basant sur
I'existant, et ainsi limiter les risques liés aux erreurs de prédiction des modeles in silico. En

revanche, cette approche a pour inconvénient d’augmenter les contraintes sur la séquence

27



d’un nouveau candidat médicament, et de limiter les possibilités de changements d’acides
aminés au sein des CDR en particulier. Notre étude propose, pour un anticorps développé
avec une séquence IgGlk proche de celles des anticorps commerciaux testés, une piste pour
limiter la propension a |'agrégation des la phase de design. La connaissance des contraintes
en termes de séquences, au sein des CDR, permet de diriger les mutations au moment du
développement de la séquence et ainsi de s’épargner un développement inutile, ou au
contraire de modifier un candidat avec une trop forte tendance a I'agrégation pour lui
permettre de poursuivre son développement. La méthode employée, a la fois simple et ne
nécessitant que trés peu de dépenses, ainsi que les données qui en résultent, seront

protégées par un brevet.

Malgré les grandes similitudes de séquences retrouvées ici entre les différents anticorps
thérapeutiques, chaque anticorps est unique. En effet, des modifications de la séquence
primaire peuvent engendrer des modifications de structure secondaire et tertiaire. Par
exemple, le remplacement de deux résidus non contigus dans la séquence primaire mais
proches dans la structure tertiaire peut aboutir a la naissance d’'une zone hydrophobe ou
chargée qui pourrait favoriser I'agrégation. C'est pourquoi nous avons également entrepris
de comparer la structure spatiale d’un anticorps de la catégorie « BONS » ainsi que d’un issu
de la catégorie « MAUVAIS », a la recherche de différences de répartition de résidus

hydrophobes ou chargées, a titre d’exemple.

Analyse structurale

La concentration de résidus chargés ou hydrophobes a la surface de protéines a déja été
identifiée comme potentiellement impliquée dans les mécanismes de liaison d’anticorps
thérapeutiques a un récepteur a la portion Fc.%°

Ici, I'interaction étudiée ne porte pas sur la liaison entre I'anticorps et un récepteur, mais
entre plusieurs anticorps entre eux. Si la plupart des études s’intéressent a I’heure actuelle a
la structure des CDR, le reste du Fab présente également beaucoup de variabilité en termes
de séquence entre les différents anticorps étudiés. Nous avons donc choisi d’étudier la
différence de répartition de résidus chargés ou hydrophobes entre l'infliximab, qui ne

présente pas de dimeres détectables en SEC, et le bévacizumab, qui présentait le plus fort
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Figure 6. Comparaison de la structure tridimensionnelle des Fabs du bévacizumab et de
I'infliximab sous quatre angles différents (0, 90, 180, 270°). Les CDR sont en haut sur chaque
image. La chaine légére est représentée en rouge et la chaine lourde en bleu. A. Répartition
des résidus chargés exposés (>20%) la surface du bévacizumab (a gauche dans chaque
image) et de l'infliximab (a droite de chaque image). B. Répartition des résidus hydrophobes
exposés (>20%) la surface du bévacizumab (a gauche dans chaque image) et de I'infliximab (a

droite de chaque image).
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taux de dimérisation dans I’étude physicochimique, a la recherche de différences évidentes.
Les images de la répartition des résidus chargés (Figure 6A) et hydrophobes (Figure 6B) ont
été juxtaposées et comparées visuellement. On ne constate pas de dissimilitudes visibles en
termes de regroupement de résidus chargés ou hydrophobes par analyse directe des images.
Une analyse systématique des distances séparant les différents résidus pourrait étre
envisagée pour poursuivre ce travail, mais le but ici était simplement de vérifier I'absence de
zones hydrophobes ou électriguement chargées qui auraient pu expliquer a elles seules la
propension a l'agrégation du bévacizumab et invalider les données de [Ianalyse
informatique.®

En conclusion, I'analyse de la répartition des résidus chargés ou hydrophobes a la surface
des Fab de l'infliximab et du bévacizumab n’a pas permis d’identifier de différences
évidentes. Néanmoins, I'analyse des caractéristiques physicochimiques des résidus les plus
exposés sur les Fab a fait ressortir une position importante pour I'agrégation. Ce résidu est
situé dans le CDR 1 de la chaine légére, et il semble qu’il soit préférable qu’elle soit occupée
par un résidu d’acide aminé neutre et non polaire. Ce résultat est nouveau, les études
antérieures ayant principalement identifié des positions importantes sur les chaines lourdes,
ou dans les CDR2 des chaines lourdes et légéres.®* 3

L'analyse de I'art antérieur, ainsi que I'analyse de la propriété intellectuelle relative a cette
position a prouvé qu’aucune étude a ce jour ni aucun brevet n’avait décrit I'impact des
propriétés physicochimiques de la position 28 de la chaine légere sur la propension a
I'agrégation d’un anticorps thérapeutique. Pour autant, cette position est citée dans un
brevet porté par Igawa et al., de Roche—Chugai.64

Dans la littérature, Igawa présente le point isoélectrique d’un anticorps thérapeutique
comme un facteur a contrdler pour améliorer sa stabilité plasmatique.65 Dans le brevet
déposé en 2015, il présente cette position parmi celles dont la modification peut aider a
contréler le point isoélectrique de I'anticorps. On peut donc supposer, malgré I'absence de
validation expérimentale, que cette position semble pertinente dans I'idée d’améliorer la

stabilité d’un anticorps thérapeutique.
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GOLIMUMAB EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSV-YSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTFG 100
IPILIMUMAB EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGOAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGIDETLT LSRLEPEDFAVYYCQQYGS-SPWTEFG 100
GOLIMUMAB PGTKVDIK 108
IPILIMUMAB QGTKVEIK 108

Figure 7. Séquences des fragments variables de la chaine légére du golimumab et de
I'ipilimumab. Le résidu en rouge correspond a la position 28, identifiée dans notre étude
comme impliquée dans le phénomene de dimérisation. Les tirets correspondent aux « gaps »

de 'alignement.
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Partie IV : Validation externe

IV.1) Introduction

Nous avons choisi de comparer les résultats de I'’étude avec d’autres anticorps également
utilisés en clinique, afin de vérifier si on retrouve préférentiellement des résidus non chargés
et neutre du point de vue hydropathique en position 28. Nous disposions de deux anticorps
également utilisés en clinique qui n’avaient pas pu étre inclus dans I'analyse initiale car

seules les séquences de leurs fragments variables étaient publiées.

IV.2) Matériel et Méthodes

Nous avons utilisé les solutions d’anticorps commercialisées suivantes : ipilimumab (Yervoy,
Bristol-Myers Squibb), et golimumab (Simponi, Merck Sharpe & Dohme). Les solutions
commerciales ont subi le méme traitement que les anticorps utilisés pour la partie Il. Le

matériel ainsi que les méthodes sont décrits en partie 11.2.

IV.3) Résultats et discussion

Les taux de diméres observés sont restés constants au cours des trois semaines de
conservation a +4°C en tampon phosphate. Pour le golimumab et l'ipilimumab, les taux de
dimeres s’élevaient respectivement a de 0,71 et 0,0% classant le premier dans la catégorie
« MAUVAIS », et le second dans la catégorie « BONS ».

Les séquences des fragments variables des chaines légéres sont données dans la figure 7. La
position 28, identifiée dans la partie Ill est occupée par une serine dans ces deux anticorps.
Sur la position 28, les anticorps du groupe « BONS » présentent préférentiellement un résidu
neutre du point de vue de I’"hydropathie et non chargé, tandis que les anticorps du groupe
« MAUVAIS » présentent systématiquement un acide aspartique. En conclusion, la
connaissance des caractéristiques physico-chimiques du résidu en position 28 semble
insuffisante pour expliquer le taux de diméres observé.

Nous avons utilisé ici les résultats d’analyse chromatographique de deux anticorps dont nous

n’avions ni la séguence compléte, ni la structure cristalline, afin de voir si les résultats de la
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partie Il étaient vérifiés. Ce groupe d’anticorps est intéressant car il présente a la position
décrite précédemment des résidus strictement identiques. De ce fait, il constitue une preuve
qgue les anticorps utilisés pour notre étude ne permettent pas a eux seuls de mettre en
évidence la totalité des résidus impliqués dans la propension a I'agrégation d’un anticorps
thérapeutique. Ce résultat était attendu dans la mesure ol I'agrégation est un phénomene

multifactoriel, et n’invalide en rien les résultats de I'analyse matricielle.
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Partie V : Discussion et conclusion

Les anticorps thérapeutiques constituent une classe médicamenteuse porteuse de multiples
espoirs, mais dont le développement, long et colteux peut étre interrompu en raison de
problemes de tolérance ou de stabilité, parfois malgré une efficacité avérée sur la pathologie
explorée. L’'agrégation des protéines thérapeutiques et en particulier des anticorps
monoclonaux est décrite dans la littérature comme un facteur favorisant I'immunisation.®®®’
C’est pourquoi de nombreuses équipes explorent actuellement les causes d’agrégation des
solutions d’anticorps thérapeutiques. Certaines présentent un challenge particulier, comme
la concentration en anticorps dans la solution commerciale. En effet, de fortes
concentrations en anticorps thérapeutiques sont souhaitables pour limiter le volume
d’injection, ce qui permet entre autres d’utiliser des voies d’administration compatibles avec
des soins a domicile, comme la voie sous-cutanée. La séquence primaire fait partie des
criteres d’identité d’un biomédicament, et est fixée tres précocement dans le
développement d’un anticorps monoclonal. Or, I'impact clinique de cette séquence primaire
ne peut étre totalement apprécié gu’une fois I'étape de I'essai clinique atteinte. Il est donc
primordial de pouvoir prédire au mieux quel sera I'impact de la séquence primaire sur la
réponse clinique.

La réponse résultant de la liaison de I'anticorps sur sa cible par son Fab, constituant son
mode d’action, est la principale composante de la réponse clinique. Néanmoins, il a déja été
observé lors des essais des discordances importantes avec les résultats des études chez
I'animal, notamment en raison de différences d’expression de la cible.”’

Parmi les autres parametres cliniques liés a I'administration d’un anticorps monoclonal, la
pharmacocinétique est conditionnée par plusieurs facteurs comme I’élimination médiée par
fixation de I'antigene, le recyclage par le récepteur néonatal a la portion Fc et I'élimination
par des anticorps anti-anticorps. L’élimination médiée par I'antigene correspond a la fraction
d’anticorps qui est impliquée dans les complexes immuns avec la cible. Ainsi, plus la cible est

abondante dans I'organisme, plus vite I'anticorps sera éliminé.%*"°

Le recyclage médié par le
récepteur néonatal a la portion Fc participe a la longue demi-vie des IgG, et en particulier les
IgG1. Il correspond a la formation de liaisons entre le récepteur et le Fc des IgG a pH acide,
au sein des endosomes, puis au retour a la membrane et au relargage extracellulaire des

immunoglobulines prises en charge. Enfin, I'immunisation contre I'anticorps, aboutissant a la

34



synthese d’anticorps anti-anticorps est un phénomeéne décrit dans la littérature, avec une
pertinence clinique. Elle est causée par la reconnaissance de I'anticorps monoclonal comme
une protéine étrangére par le systeme immunitaire, et favorisée notamment par la présence
d’agrégats de cette protéine au sein de la solution administrée. Un taux de 5% d’agrégats est
considéré par certains comme une limite a ne pas dépasser pour des solutions administrées
chez ’homme.*®

Cette limite arbitraire est strictement respectée, y compris pour des anticorps
thérapeutiques contre lesquels on observe fréquemment une immunisation comme
I'infliximab ou I'adalimumab. Dans I'absolu, il faut donc considérer que la proportion
d’agrégats n’est pas la seule cause d’immunisation et qu’il faut la contenir au mieux,
indépendamment de valeurs-seuil.

Nous avons cherché ici des paramétres au sein de la séquence primaire qui pourraient
expliquer en partie les phénomenes d’agrégation, afin d’apporter des solutions concretes
pour le développement d’anticorps monoclonaux plus stables.

Pour répondre a cette problématique, nous avons utilisé des anticorps de sous-classe
identique, que nous avons caractérisés par chromatographie d’exclusion stérique. Les taux
de dimeres ont été mesurés par réfractométrie. Nous avons ensuite cherché les différences
de séquence primaire qui pouvaient étre corrélées avec une plus forte agrégabilité. Une
position a été identifiée, dont il semble intéressant de maitriser les paramétres
physicochimiques afin de limiter le taux d’agrégats. Enfin, cette position a été étudiée dans
des anticorps n’ayant pas servi a I'analyse initiale, afin de tester I’hypotheése.

L'analyse chromatographique des neuf anticorps testés a révélé que les anticorps étudiés
présentent des taux stables de dimeéres sur quelques semaines, avec des disparités en
termes de taux d’agrégation, dans la limite des 5% considérés comme acceptables pour des
anticorps thérapeutiques.

L'analyse des caractéristiques physicochimiques des résidus les plus exposés a fait ressortir
une position potentiellement impliquée dans I'agrégation. Cette position située dans le CDR
1 de la chaine légére, était majoritairement occupée pour les anticorps présentant le moins
d’agrégats par un résidu non chargé et avec un profil d’hydropathie neutre. Pour les
anticorps présentant des taux d’agrégats plus importants, on trouve systématiquement un

acide aspartique, qui est un résidu chargé négativement et hydrophile.
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Le golimumab et I'ipilimumab, utilisés pour vérifier notre hypothése présentent tous deux
une sérine en position 28 sur la chaine légeére, malgré leur différence de propension a
I'agrégation, rappelant qu’un seul résidu d’acide aminé ne saurait expliquer a lui seul la
propension a I'agrégation d’un anticorps.

Ces résultats, obtenus sur un faible nombre d’anticorps, ne sont donc pas exhaustifs. Les
molécules utilisées présentaient 'avantage d’étre toutes validées pour une utilisation en
clinique, et constituaient donc un bon point de départ en vue d’une optimisation de
séquence. En revanche, restreindre I'analyse a des IgGlk possédant une autorisation de
mise sur le marché a réduit considérablement le nombre d’anticorps disposant a la fois de
séquences et de structures publiées, limitant le pool de départ et donc la puissance de
I'analyse. Cette étude représente donc un travail préliminaire, avec plusieurs pistes
d’optimisation. D’une part, le pool d’anticorps pourrait étre étendu a toutes les IgG1
disposant de séquences et structures 3D publiées dans la littérature. Ceci permettrait
d’identifier d’autres positions dont les caractéristiques physico-chimiques peuvent avoir un
impact sur la propension a I’'agrégation.

Ensuite, les différences de taux d’agrégats dans ces solutions étaient moindres, dans la
mesure ou ces derniéres étaient maintenues dans des conditions de stockage controlées.
L'exposition a des stress, en modifiant la structure tertiaire de I'anticorps, pourrait exposer a
la surface des résidus enfouis, modifiant leur accessibilité au solvant et donc leur implication
dans les phénomenes d’agrégation. Il pourrait étre intéressant de soumettre les solutions
étudiées a des stress tels que I'exposition a la lumiére, a des températures variables, a
I'agitation, ou a I'oxydation, ce qui permettrait d’accroitre la vitesse de dégradation et donc
de déterminer les facteurs au sein de la séquence primaire conférant une protection contre
I'agrégation ou la dégradation au cours du vieillissement du produit. Dans ce cas de figure,
toutes les positions non conservées seraient comparées, car la surface accessible au solvant
serait modifiée par les changements conformationnels subis par I'anticorps.

Enfin, il sera indispensable de vérifier ces résultats en fabricant des variants des anticorps
testés. En remplacgant les résidus incriminés dans les phénomenes d’agrégation, on devrait
en effet observer une diminution du taux observé de diméres comparativement a I'anticorps
originel. Pour effectuer cette étude, il faudra développer des systemes d’expression de ces

variants, dans des conditions constantes, afin de les rendre comparables. Cela permettra en
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outre de s’affranchir des disparités de glycosylations qui peuvent exister entre des anticorps
thérapeutiques qui sont exprimés dans des lignées cellulaires différentes.

L'immunogénicité des biomédicaments, et en particulier des anticorps thérapeutiques est un
phénoméne bien connu de la communauté scientifique. Il a été admis, de facon
axiomatique, que le degré d’humanisation était le principal facteur d’immunogénicité d’un
anticorps. Nous nous sommes ici intéressés aux facteurs favorisant I'agrégation, et avons
discuté les motifs pro-agrégants qui pouvaient étre contenus dans les séquences d’anticorps
thérapeutiques. Ces motifs ont pu étre retrouvés dans des anticorps ne présentant aucune
trace d’agrégation, et leur implication dans l'immunogénicité pourrait étre remise en
guestion. Néanmoins, ces motifs ont également été décrits comme des épitopes liant le HLA
de classe 2 des lymphocytes T, et pourraient a ce titre étre impliqués dans I'immunogénicité
d’anticorps présentant des taux d’agrégats faibles ou nuls.”! Il s’avére donc que
I'immunogénicité des anticorps thérapeutiques est un phénomene multifactoriel parfois
encore mal interprété, et les hypothéses initialement avancées, bien qu’aujourd’hui réfutées
par certains auteurs, sont toujours avancées dans de nombreux articles.

Pour autant, la littérature fournit aujourd’hui tous les éléments liant I'immunisation a la
séquence primaire, et l'existence de séquences pro-agrégantes aux épitopes T. En
conclusion, I'état actuel des connaissances devrait permettre le développement d’anticorps

thérapeutiques mieux tolérés et plus stables pour I'avenir.
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Partie VIII : Annexes

Annexe 1 : Séquences des anticorps utilisés

Adalimumab

Source : Brevet US8034906
>adalimumab_heavy_chain
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGR
FTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

>adalimumab_light_chain

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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Trastuzumab

Source : INN7637, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)

>7637H |trastuzumab
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRY 60
ADSVKGRFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSS 120
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS 180
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG 240
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN 300
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE 360
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW 420
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 450

>7637L|trastuzumab
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPS 60
RFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP 120
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT 180
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 214
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Infliximab
Source : Therapeutic Antibodies Database > Sequence > Infliximab

(http://tabs.craic.com/)

>Infliximab_Heavy chain_Fab
EVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFIFSNHWMNWVRQSPEKGLEWVAE
IRSKSINSATHYAESVKGRFTISRDDSKSAVYLOQMTDLRTEDTGVYYCSR
NYYGSTYDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT

>Infliximab_Light_chain
DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQFVGSSIHWYQQRTNGSPRLLIKY
ASESMSGIPSRFSGSGSGTDFTLSINTVESEDIADYYCQQSHSWPFTFGS
GTNLEVKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC
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Rituximab

Source : INN 7609, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)

>7609H | rituximab
QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSY 60
NQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVS 120
AASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS 180
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG 240
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY 300
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD 360
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR 420
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 451

>7609L | rituximab
QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVR 60
FSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPS 120
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL 180
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 213
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Cetuximab

Source : INN 7906, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)

>7906H | cetuximab
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYN 60
TPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAA 120
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG 180
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP 240
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS 300
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM 360
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ 420
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 449

>7906L | cetuximab
DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPS 60
RFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPP 120
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT 180
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 214

50



Bevacizumab
Source : Therapeutic Antibodies Database > Sequence > Bevacizumab

(http://tabs.craic.com/)

>Bevacizumab heavy
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRR
FTFSLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

>Bevacizumab light
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKPGKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C
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Basiliximab
Source : Therapeutic Antibodies Database > Sequence > Basiliximab

(http://tabs.craic.com/)

>basiliximab_heavy_chain
QLQQSGTVLARPGASVKMSCKASGYSFTRYWMHWIKQRPGQGLEWIGAIY
PGNSDTSYNQKFEGKAKLTAVTSASTAYMELSSLTHEDSAVYYCSRDYGY
YFDFWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKRVEP

>basiliximab_light_chain
QIVSTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSRSYMQWYQQKPGTSPKRWIYDT
SKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQRSSYTFGGGTK
LEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGE
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Pertuzumab

Source : Brevet US 20060018899

>pertuzumab_heavy_chain
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVAD
VNPNSGGSIYNQRFKGRFTLSVDRSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARNL
GPSFYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTH

>pertuzumab_light_chain
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYS
ASYRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYIYPYTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC
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Elotuzumab

Source : INN 9074, IMGT Mab database (http://www.imgt.org/mAb-DB/)

>9074H | elotuzumab
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFSRYWMSWVRQAPGKGLEWIGEINPDSSTINY 60
APSLKDKFIISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARPDGNYWYFDVWGQGTLVTVSSA 120
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG 180
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP 240
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS 300
TYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDEL 360
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ 420
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 449

>9074L|elotuzumab
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVGIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPD 60
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQQYSSYPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP 120
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT 180
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC 214
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Annexe 2 : matrices analysées
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Ada Ttz Ifx Rtx Ctx Bcz Bsx Ptz Etz

Séquence
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Les anticorps thérapeutiques constituent une classe médicamenteuse qui a largement contribué a
améliorer le pronostic de certaines pathologies cancéreuses et auto-immunes. Malgré cette efficacité, des
problémes de tolérance ou d'immunisation surviennent parfois, compliquant leur utilisation. En particulier,
limmunisation est une cause importante d'échec thérapeutique, annulant I'efficacité de l'anticorps et
forcant le clinicien & changer de ligne de traitement. Cette immunisation est due a plusieurs facteurs, parmi
lesquels l'agrégation spontanée des anticorps thérapeutiques. Dans ce travail, Nous avons cherché a
identifier des paramétres dans la séquence primaire des anticorps qui pourraient expliquer en partie les
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bio-informatique. Parmi les nombreuses positions de la séquence primaire étudiées, une a été identifiée
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