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PARTIE | : INTRODUCTION GENERALE

Les anticorps monoclonaux thérapeutiques (Acms) sont en plein essor. De nombreux Acms
sont des « blockbuster » ces derniéres années. A I’heure actuelle, plus de 80 ont été approuvés par
la FDA ou I’EMA et une centaine de molécules sont en derniere phase d’essais cliniques. Ces Acms
ont un haut potentiel thérapeutique. Ils présentent également I’avantage d’une grande spécificité
pour leurs cibles thérapeutiques. Cependant, ils sont susceptibles de provoquer des réactions
immunogenes importantes du fait de leur dénaturation ou leur agrégation lors des différentes étapes
de production et de formulation avant administration aux patients. En effet, lors du stockage et de
la reconstitution, de nombreuses études ont démontré que les protéines dépliées et les agrégats,
quelle que soit leur taille, pouvaient provoquer une réponse immunitaire. Cette immunogénicité des

Acms est un risque majeur qui peut menacer la sécurité des patients lors du traitement clinique.

C’est pourquoi, il est primordial de controler la présence des Acms dénaturés et / ou des
agreégats dans les poches d’anticorps reconstitués. La dénaturation pouvant conduire a la formation
d’agrégats présentant un risque immunogéne avec une diminution de I’efficacité thérapeutique peut
étre considéré comme un « attribut qualité » jugé critiqgue (CQA) qui doit étre contr6lé lors de la
production et le stockage d’Acm thérapeutique. La caractérisation de ces agrégats reste un défi
majeur en chimie analytique. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au développement de
méthode séparatives couplées a la spectrométrie de masse pour 1’analyse des Acms. En effet, la
spectrométrie de masse en mode native est une méthode performante réalisée en conditions
« presque » physiologiques. Elle permet la conservation des structures quaternaires et tertiaires des
protéines ainsi que des interactions non-covalentes conduisant a la formation des petits agrégats
(dimeéres, trimeres). Cependant, cette méthode est encore peu exploitée pour les Acms en raison de

la complexité inhérente a leur taille et leur hétérogénéité.



La premiére partie de ce manuscrit constitue la partie bibliographique.

1. La premiere partie bibliographique porte sur la présentation des anticorps thérapeutiques,
leur évolution et développement. Les méthodes de production industrielle d’Acms sont également

présentées.

2. Le deuxiéme chapitre bibliographique porte sur la préparation d’Acms dans le contexte
hospitalier, les dégradations (chimique et physique) et les facteurs d’influence sur la stabilité
d’anticorps. L’immunogénicité des anticorps thérapeutiques liée a la production des « anti-drug

antibodies » contre I’anticorps et 1’agrégat est discutée dans ce chapitre.

3. Le troisieme chapitre s’intéresse aux méthodes analytiques pour la caractérisation des
agrégats et des anticorps dénaturés. La nécessité d’employer plusieurs méthodes orthogonales pour
pouvoir détecter tous les types d’agrégats d’anticorps sera abordée. Les avantages de la
spectrométrie de masse en mode non-dénaturant concernant la détection et la caractérisation de

molécules dénaturées seront également présentés.

4. Dans les deux derniers chapitres, nous nous sommes focalisés sur deux méthodes séparatives
compatibles avec la MS, I’¢lectrophorése capillaire (EC) et la chromatographie d’exclusion stérique
(SEC). L’intérét de ces deux méthodes pour 1’analyse des protéines thérapeutiques sera présenté.

Les difficultés et les avantages de chaque technique seront également discutés.

La seconde partie de ce manuscrit est composé de trois chapitres expérimentaux.

Dans la partie expérimentale de cette these, nous avons dans un premier temps développée une
méthode de CZE couplée a un spectrometre composé¢ d’une source ESI relié a un analyseur
quadripolaires a temps de vol (ESI-QTOF) utilisant une interface avec un liquide d’appoint (« sheath
liquid »). Les deux défis majeurs de cette méthode pour 1’analyse des Acms sont ; (i) la faible
sensibilité et (ii) ’adsorption de la protéine sur la surface du capillaire de silice. Nous avons ainsi

développé et optimisé une méthode permettant ; (i) I’analyse d’un Acm thérapeutique I’Infliximab,



(ii) la mise en évidence de modifications conformationnelles. Pour cela, un capillaire avec un
revétement composé de multicouches de polymeres ioniques (SMIL - successive multiple ionic-
polymer layer) a été employé pour éviter I’adsorption de la protéine sur la surface. Cette méthode a
¢été appliquée a ’analyse de deux échantillons d’infliximab intact et soumis a un stress. Pour la
premiére fois, plusieurs conformations d’anticorps, natifs, dénaturés ou dimeéres, présents dans
I’échantillon « stressé », ont été détectées en une seule analyse par CZE-MS. Les résultats obtenus
ont été confirmés par microscopie a force atomique (AFM). L’échantillon stressé analysé aprés
digestion par I’IdeS suggére que la formation de diméres provient de ’interaction des fragments
Fab-Fab dénaturés. Ce travail a fait 1’objet d’une publication dans Jounal of Chromatography A

en 20109.

Ces résultats ont montré le potentiel de la méthode CZE-native MS pour I’analyse et la
caractérisation des Acms thérapeutiques. Néanmoins, I’utilisation de la triple couche de polymeres
n’a pas totalement prévenu 1’adsorption de la protéine a la surface du capillaire. C’est pourquoi dans
la deuxieéme partie de ce doctorat, je me suis intéressé aux revétements polymériques de surface
pour I'électrophorese capillaire. Six revétements covalents, dont 2 capillaires commerciaux neutres
(PAA et PVA), 1 revétement positif (PEI), et 3 revétements a base de DMA-GMA-MAPS (positif,
neutre, ou zwitterionique), ont été étudiés. Les résultats obtenus ont montré que le revétement DMA.-
GMA-MAPS neutre présente la meilleure performance en termes de stabilité pour I’analyse d’Acm
par CZE. Nous avons ensuite démontré que le couplage d’un capillaire utilisant un revétement a
base de DMA-GMA-MAPS neutre avec la MS en conditions non dénaturantes était possible et

robuste pour ’analyse d’ Acm thérapeutique.

Une deuxiéme approche reposant sur la SEC-MS en conditions « non-dénaturantes » a été
évaluée. La SEC étant considérée comme une méthode de référence pour la caractérisation des
agrégats en phase précoce (dimere, trimére, oligomere soluble, etc.), elle est largement employée

pour la séparation, la purification et le contréle de qualité en routine des protéines et des Acms. Le



couplage de SEC a la MS est de plus en plus utilisé afin d’obtenir des informations structurales sur
les agrégats. Cependant, la SEC-native MS est encore peu appliquée pour caractériser des Acms en
raison de 1’adsorption des agrégats sur la phase stationnaire et 1’éventuel dégradation artificielle des
Acms (oligomérisation ou dénaturation) pouvant se produire pendant la phase d’ionisation.
L’influence de chaque paramétre (pH, tampon, température d’ionisation, etc.) sur les
comportements des Acms pendant I’ionisation a ainsi été étudiée. Ainsi, nous avons développé une
méthode de SEC couplée a une double détection, par MS et par fluorescence, permettant ; (i) de
limiter le plus possible I’interaction des Acms avec la phase stationnaire, (ii) d’obtenir la plus grande
sensibilité possible en spectrométrie de masse. Cette méthode nous a permis de distinguer les
dimeres artificiels formées au cours de I'analyse MS des espéces présentes a l'origine dans un
échantillon de trastuzumab soumis & un stress. Ces résultats ont été confirmeés par une étude
complémentaire de la SEC couplée a la mobilité ionique-native MS. Cette méthode SEC-FLD/MS
a été employée pour étudier I’interaction non covalente entre 1’ Infliximab et sa cible biologique le
TNFa. Une étude de la stabilité de cing Acms thérapeutiques, soumis au stress (UV 365nm) a

également été menée en utilisant la méthode SEC-FLD/MS ainsi développeée.



PARTIE Il : RAPPEL BIBLIOGRAPHIE

I1.1  Anticorps monoclonaux thérapeutiques

11.1.1. Introduction générale

Les anticorps monoclonaux constituent actuellement une classe thérapeutique importante pour
le traitement de différentes pathologies telles que le cancer, les maladies infectieuses, les maladies
inflammatoires, les maladies auto-immunes ainsi que pour la réduction du rejet de greffe. A ce jour,
84 anticorps monoclonaux thérapeutiques (Acms) ont été approuves par la FDA et/ou ’EMA (sans
compter les biosimilaires) et plusieurs Acms sont en cours d’essais (“Antibody therapeutics
approved or in regulatory review in the EU or US,” 2019). 590 Acms seront bientot accessibles sur
le marché (Kaplon and Reichert, 2018) et 62 Acms sont en derniere phase d’études cliniques
(Kaplon and Reichert, 2019). Sur le marché, en 2018, 8 des 15 médicaments du top blockbuster sont
des Acms thérapeutiques (“Top 15 Best-Selling Drugs of 2018,” 2019). Les Acms thérapeutiques
proposés actuellement dans le marché sont dirigés contre des cibles biologiques telles que : la
molécule pro-inflammatoire Tumor necrosis factor a (TNFa) (e.g. infliximab, adalimumab) ; le
facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF) (e.g. bevacizumab) ; le facteur de
croissance (EGF-R) (e.g. cétuximab, panitumumab), ou I’interleukine-2 (IL-2) (e.g. daclizumab,
basiliximab). Certains Acms sont susceptible de déclencher le programme de mort cellulaire apreés
fixation sur le récepteur CD20 présent a la surface de la plupart des cellules B (e.g. rituximab) ;
d’autres vont activer les mécanismes effecteurs conduisant a la lyse des cellules cibles dont la

surface présente des récepteurs CD33 (Teillaud, 2009).

L’ anticorps est une glycoprotéine ou une immunoglobuline d’environ 150 kDa qui est répartie
en plusieurs classes avec des activités biologiques spécialisées. Ce sont hétérodimeres qui sont
constitués de deux chaines lourdes (heavy chain, HV) a 50 kDa et de deux chaines Iégeres d’environ

(light chain, LC) 25 kDa, qui sont liées par les ponts disulfures S-S. Les chaines légéres sont



constituées d’un domaine variable (VL) et d’un domaine constant (CL). Les chaines lourdes sont
constituées d’un domaine variable (VH) et de trois domaines constants (CH1, 2 et 3). Les domaines
variables comportent trois régions hypervariables impliquées dans la spécificité de reconnaissance
de I’Acm (Complementarity determining regions, CDR). Le fragment Fab est responsable de la
liaison spécifique de forte affinité a I’épitope de 1’antigéne. Le fragment Fc se lic a des y-Fc
récepteurs impliqués dans les fonctions effectrices des Acm (ADCC, CDC) (Beck et al., 2009). La

région charniére (H, hinge) est située entre les domaines CH1 et CH2 (Figure 2.1.1).
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Figure 2.1.1 : Structure schématique d'un Acm (Hansel et al., 2010)

Le développement commercial des anticorps monoclonaux thérapeutiques a débuté en 1986
lorsque le premier anticorps murin OKT3 (Muromonab) a été approuvé pour la prévention du rejet
de greffe d’organe (Ecker et al., 2015). Ensuite, le premier Acm chimérique (Abciximab) a été
approuvé en 1994 pour la prévention des complications cardiaques. Le premier Acm humanisé
(Palivizumab) a été mis sur le marché en 1998 pour le traitement de I’infection a virus respiratoire
syncytial, et le premier Acm humain (Adalimumab) a été proposé en 2002 pour le traitement des
polyarthrites rhumatoides. De plus, des dérivés d’anticorps tels que les anticorps bispécifiques,

protéines de fusion Fc, et les conjugués anticorps-médicament (ADC), etc. ont également été



proposée conduisant les Acm et leurs dérives & devenir une catégorie de produits majeure sur le

marché des biopharmaceutiques.

Les anticorps bispécifiques sont capables de lier et neutraliser simultanément deux épitopes
différents sur le méme antigene (e.g. blinatumomab). 1ls peuvent servir de médiateurs pour rediriger
les effecteurs immunitaires et les agents cytotoxiques tels que les lymphocytes T vers des tumeurs.
La protéine de fusion Fc est créée en joignant la séquence codante de la région Fc d'un Acm a la
séquence codante d'une autre protéine (e.g. Etanercept). Actuellement, dix protéines de fusion Fc
sont approuveées et commercialisées, et d’autres sont en cours de développement (Sifniotis et al.,
2019). En ce qui concerne I’ADC, un agent cytotoxique est lié de maniére covalente a un Acm pour
fournir une charge hautement ciblée (e.g. Trastuzumab-emtansine). C’est un grand avantage pour
les traitements oncologiques dans lesquels 1’Acm se lie sélectivement & un antigéne associé aux
cellules cancéreuses pour administrer I’agent cytotoxique aux cellules cibles. En d'autres termes, les
charges anticancérigénes hautement toxiques sont acheminées vers les cellules cancéreuses tout en
réduisant considérablement les effets négatifs sur les cellules saines et donc les effets secondaires

(Birrer et al., 2019).



11.1.2. Développement et production

11.L1.2.1. Développement et évolution des Acms thérapeutiques

Les Acms, d’origine murine, ont été produits pour la premiére fois par Kohler et Milstein en
1975 en utilisant la technologie des hybridomes (Kohler and Milstein, 1975). Les lymphocytes B
de souris immunisées par un antigéne d’intérét, sont ensuite fusionnés avec des cellules de myélome
lymphoides qui ont préalablement subi une double mutation conduisant & une perte de leur capacité
a produire des 1gG et I’enzyme hypoxanthine guanosine phosphoribosyl transférase (HGPRT)
(Figure 2.1.2). La culture in vitro de ce mélange cellulaire est ensuite réalisée dans un milieu de
culture sélectif de 1’hypoxanthine, I’aminoptérine et thymidine (HAT). Celui-ci va permettre de
sélectionner des cellules fusionnées (hybridomes) d’intérét et d’éliminer les cellules de myélomes
qui sont déficitaires en HGPRT. En effet, en présence d’aminoptérine la synthése endogéne des
bases puriques et pyrimidiques est bloquée, et en 1’absence de HGPRT les cellules de myélomes
sont dans I’incapacité d’utiliser I’hypoxanthine exogéne pour synthétiser les purines ce qui conduit
a leur mort. En revanche, les cellules fusionnées (hybridomes), qui expriment I’enzyme HGPRT
peuvent utiliser I’hypoxanthine et la thymidine ajoutées dans le milieu de culture ce qui permet aux
hybridomes de synthétiser I’ADN et I’ARN et donc de se multiplier. Les clones hybrides ainsi isolés
produiront ainsi un seul type d’anticorps et pourront étre utilisés pour la production d’anticorps a
grande échelle in vitro ou in vivo (par injection a la souris) (Cochet and Chartrain, 2009). Lorsqu’un
hybridome est cultivé in vitro, DI’anticorps est sécrété a de trés faibles concentrations,
e.g. 1-20 pg/mL. La production de Acms in vivo, est réalisée a I’aide d’une injection de I’hybridome
a la souris par voie intrapéritonéale. Ceci va provoquer un développement de la tumeur au niveau
péritoneéal avec un processus de multiplication qui va conduire a une production importante
d’anticorps monoclonaux par ces cellules. Ceci va permettre de cultiver et de secréter les Acms dans

le liquide d’ascite a des concentrations beaucoup plus élevées, e.g. 1-10 mg/mL.
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Figure 2.1.2 : Représentation schématique de la production des Acms murins selon la technique des
hybridomes de G. Kohler et C. Milstein (Roselyne L’Italien et Benoit Leblanc, 2008)

Cependant, la grande majorité des essais cliniques concernant ces premiers anticorps
monoclonaux se sont révelés décevants. Le premier Acm murin commercial, suffixe « -omab»,
approuvé par la FDA et ’EMA en 1986 était le Muromonab-CD3 (Orthoclone Okt3) indiqué dans
la prévention du rejet de greffe de rein. Par la suite, 5 autres « omab » ont fait 1’objet d’une
autorisation de mise sur le marché. Cependant, ces Acms murins présentaient des effets secondaires
importants lors du traitement tels que ; (i) une immunogénicité fréquente, liée a la production
importante d’anticorps humains dirigés contre les anticorps murins (HAMA, human anti-mouse
antibody) chez les patients (Yamashita et al., 2007), (ii) un manque de spécificité vis a vis de
I’antigéne, (iii), une demi-vie courte liée & une élimination rapide au niveau hépatique et rénal,
(iv) ’'impossibilité d’avoir une fonction effectrice due a 1’absence de reconnaissance du fragment

Fc par les cellules effectrices



11.1.2.2.  Anticorps chimériques, humanisés et humains

Afin de s’affranchir des effets déléteres des Acms murins, les Acms chimériques, désignés par
le suffixe « -ximab », dérivés de Acms murins ont été développés. Dans ces Acms, les régions
constantes des chaines lourdes et l1égéres des immunoglobulines murines sont remplacées par des
régions constantes humaines, en utilisant la technique d’ADN recombinant (Boulianne et al., 1984;
Morrison et al., 1984). Le premier Acm chimérique commercial, le Rituximab (Rituxan®) a été
approuvé en 1997 par la FDA pour le traitement de la leucémie lymphoide chronique et la
polyarthrite rhumatoide. D’autres Acms ont ensuite été mis sur le marché, comme I’Infliximab
(Remicade®) qui fait partie des top-blockbusters de ces dernieres années utilisé dans le traitement
de la maladie de Crohn, du psoriasis, de la polyarthrite rhumatoide et d’autres maladies auto-
immunes. Par comparaison avec les anticorps murins, il a été observé que le caractere immunogene
des ximabs a diminué. Cependant, des HAMA dirigés contre les Acms chimériques ont encore été

détectés chez 40 % des patients (Hwang and Foote, 2005).

Murine Chimeric Humanized Fully Human
(0% human) (65% human) (> 90% human) (100% human)

N7 N\ \ \"/\//

Generic suffix -omab -ximab -zumab -umab

Potential for immt

Figure 2.1.3 : Les différentes classes d’anticorps monoclonaux thérapeutiques (Foltz et al., 2013)

L’¢tape suivante a consisté au développement d’anticorps humanisés. Cette troisiéme
génération de Acms est constituée d’IgG humaine dont seules les parties hypervariables (CDR) sont

d’origine murine (Jones et al., 1986). Ainsi, pour ces Acms humanises, désignés par le suffixe
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« -zumab », 5 a 10% de leur séquences primaires sont d’origine murine contre 30% pour les Acms
chimériques (Gonzales et al., 2005). Finalement, la production d’Acms 100% humains, désignés
par le suffixe « -mumab » a été rendu possible avec I’utilisation de souris transgéniques OU €n
utilisant la technique de phage display (Figure 2.1.3). Avec I’approche des souris transgéniques, les
geénes d’anticorps humains ont été introduits a la place du matériel génétique immunitaire de la
souris, ce qui, par conséquent, a permis de générer des anticorps humaines de tres haute affinité

(Ruuls et al., 2008).

Dans la technique du phage display, sont intégrés dans le génome des phages, des séquences
issues de banques d’ ADNc combinatoires codants pour des fragments variable d’anticorps €.g. SCFv
(single chain Fragment variable) (Hoogenboom, 2005). Des bactéries (e.g. E. Coli) seront infectées
par ces phages, celles-ci vont produire des phages en plusieurs millions d’exemplaires qui
exprimeront a leur surface les fragments d’anticorps. A partir de la banque de phase produite, les
phages d’intérét seront sélectionnés a 1’aide de plusieurs étapes de sélections (Capture par liaison a
I’antigéne cible), élimination par lavage des phages non retenus et ¢lution des phages retenus. Ceux-
ci seront ensuite amplifiés par infection des bactéries. Les séquences désirées seront fusionnées avec

celles de Fc humain afin d’obtenir une séquence d’anticorps 100% humain.
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11.1.2.3. Production des Acms thérapeutiques

La fabrication des Acms peut étre divisé en deux process : « upstream » et « downstream » ;

qui correspondent a la production et la purification des anticorps, respectivement.

Processus « upstream »

Le processus « upstream » comprend toutes les étapes de la mise en culture du clone producteur
des Acm jusqu’a sa production en bioréacteur. Les critéres les plus important sont : (1) des lignées
cellulaires capables de synthétiser les Acm a des productivités élevées et a faible colt d’exploitation
; (2) un milieu de culture et des conditions de culture en bioréacteur qui permettent d'atteindre une
productivité satisfaisante correspondant aux critéres de qualités requis ; (3) le contr6le du processus
de développement ; (4) une bonne compréhension de la performance de la culture aux différentes
échelles de production. Les anticorps sont secrétés par les cellules productrices dans le milieu de
culture. Une fois la production terminée, les cellules sont éliminées par centrifugation et le

surnageant de culture est traité pour la purification de 1’anticorps.

e Systémes cellulaires (1) : L'une des étapes les plus critiques dans la production d'Acm
consiste a choisir la lignée cellulaire. Les cellules doivent étre stables et sécréter la protéine
souhaitée sans altération conformationnelle a un niveau élevé (Carvalho et al., 2017). De
nombreuses lignées cellulaires immortalisées pourraient potentiellement étre utilisées dans la
production des Acms. Actuellement, les lignées de hamster chinois (lignée CHO issue d’ovaire) et
de souris (NSO et SP2/0, deux lignées de myélome murin) sont les plus utilisées pour produire les
Acms commerciaux et des Acms en cours d’essais cliniques (Dhara et al., 2018; Dumont et al.,
2016). Les modifications génétiques de ces cellules permettent de produire une grande quantité de
Acm humanisés, e.g. environ 100 pg/cellule/jour pour les lignées CHO et entre 20 a 50
pg/cellule/jour pour les lignées NSO. 11 est important de noter que d’autres lignees cellulaires de

mammiféeres (e.g. cellules humaines, Per.C6*, cellules de myélomes de rat YB2/0) sont a 1’étude.
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D’autres modéles cellulaires tels que des cellules de plantes, de levures, génétiquement modifiées,
ont également ont été utilisés dans la production de Acms dans I’industrie biopharmaceutique (Chon
and Zarbis-Papastoitsis, 2011).

e Milieu de culture (2) : des milieux de culture complexes sont employés afin d’obtenir une
production d’Acm a grande échelle. Leur composition est constituée d’ingrédients tels que les acides
aminés, des vitamines, des oligo-éléments, des éléments inorganiques a tres faible taux, des lipides,
de I’insuline ou de « I’insulin-like growth factors ». Si c’est possible un milieu artificiel sans
composants d’origine animale sera privilégié pour des raisons de sécurité liées aux problemes de
transmission de 1’encéphalopathie spongiforme. Ainsi des nutriments a base de soja, blé et levures
pourront également étre employés. Cette approche apporte un meilleur contréle de la production et
une haute pureté des produits finis (Chartrain and Chu, 2008). Cependant, il est important de noter
que la composition du milieu de culture est dépendant de la lignée cellulaire employée.

e Conditions de culture (3) : Les conditions de la culture peuvent influer directement sur la
croissance cellulaire et la production de molécules d'intérét. Généralement, les cultures de cellules
mammiféres sont réalisées a 37 °C, pH 7,15 et O dissous (O.D.) a 30-60%. Le niveau de CO; est
controlé afin de mimer I’environnement physiologique standard a une pression comprise entre 31 et
54 mmHg. De plus, I’application des bioprocédeés permet de suivre des changements au niveau
cellulaire afin d’optimiser le rendement de la production et de réduire certains composés
métaboliques toxiques pour les cellules tout en permettant une plus grande viabilité cellulaire
(Carvalho et al., 2017).

o Plateforme de production (4) : La culture cellulaire peut étre réalisée en utilisant trois process
différents a savoir «batch » (discontinue), « feed-batch » (semi-continue) et « perfusion »
(continue). Bien que la plupart des Acms actuels soient produits par un processus « feed-batch », de
nombreux bioprocédés seront exploités sur des plates-formes en mode continu a 1’avenir pour la

production de produits biopharmaceutiques.
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Processus « Dowstream »

Le processus « dowstream » a pour 1’objectif de réaliser une purification compléte des anticorps
a partir d’un milieu de culture exempt de cellule ; avec le plus haut rendement et la meilleure
productivité, a un colit minimum tout en préservant 1’activité biologique et la sécurité, pour obtenir
un tres haut degré de pureté (99,9 % pour une préparation injectable). Ce processus est constitué de
plusieurs étapes ; (i) chromatographiques (e.g. affinité sur la protéine A, échanges d’ion et
interaction hydrophobe), (ii) inactivation de virus, (iii) filtrations en séries (e.g. filtration de virus,
diafiltration, filtration stérilisante), etc. Généralement, ces opérations sont effectuées dans une zone
de production distincte, avec des opérateurs parfois différents. Cette organisation dépend de la

stratégie de chaque entreprise (Shukla et al., 2017).

Ce processus de «downstream» de plate-forme débute presque toujours par une
chromatographie d’affinité sur protéine A qui permet un taux de purification allant jusqu’a 90 %. I
s'agit d'une méthode chromatographique ou la protéine est retenue sur le support, tandis que les
impuretés sont éluées. Des procédures sans protéine A ont été développées et utilisées pour la
fabrication a grande échelle comme pour toute protéine thérapeutique, mais n’ont pas été conservées
en raison de 1’absence d’une approche générique et des problémes de robustesse des processus
(Shukla et al., 2017). Une étape d'incubation a faible pH est placée immédiatement aprés la
chromatographie sur protéine A pour I'inactivation virale. Cette inactivation virale a faible pH suivie
d’une purification par la chromatographie a 1’échange d’ion puis d’une filtration virale a travers un

filtre grade parvovirus (< 20 nm) sont largement utilisées (Shukla et al., 2017).

Les étapes de purification par chromatographie d’échange d’ions (cationique et anionique) et
chromatographie d’interaction hydrophobe sont généralement utilisées afin d’éliminer des protéines
non recherchées, agrégats, ADN, des sels ou d'éventuels résidus. Cette derniére étape de purification

est appelée « polissage ». Les principales différences entre les approches de plate-forme résident
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dans I’ordre des étapes chromatographiques de polissage (Shukla et al., 2017). Pour finir, une
filtration stérilisante permet 1’obtention d’un produit dont la pureté est proche de 100%, ce qui

permet ensuite sa formulation en vue d’une utilisation en clinique.
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11.2.  Anticorps monoclonaux thérapeutiques dans le contexte hospitalier

11.2.1. Préparation et contrdle des Acms en milieu hospitalier

Les anticorps thérapeutiques administrés aux patients sont disponibles sous forme lyophilisée
ou forme de solution concentrée. Ceci requiert une reconstitution utilisant des solutions isotoniques
glucosées (glucose 5%) ou salines (NaCl 0,9%) suivant les recommandations du fabriquant, en
conformité avec les bonnes pratiques de fabrication et préparation (Décision du 5 novembre 2007
relative aux bonnes pratiques de préparation). Un contréle qualité est donc obligatoire pendant la
reconstitution (in process) ou avant I’administration, des anticorps thérapeutiques, pour Vérifier la
teneur et I’ Acm (Jaccoulet, 2017). Actuellement, il y a deux méthodes de contréle qualité appliquées

aux Acms dans I’hopital, le contrdle non-analytique et contrdle analytique.

En pharmacie hospitaliere, Le contrdle non-analytique est effectué pendant la préparation
par ;(i) le double contrdle visuel et (ii) le contréle par vidéosurveillance. Le contréle visuel consiste
au suivi de la préparation par un préparateur. Cette méthode est appliquée dans les hdpitaux en
France pour les Acms thérapeutiques. Cependant, ce mode ne fournit pas d’informations
quantitatives ni qualitatives sur la préparation. Un risque d’erreur humaine est possible et pose un
probleme majeur en termes de sécurité. Le contrdle par vidéosurveillance a été proposé comme une
méthode in process en utilisant un appareil photographique qui permet de contrdler chaque étape de
la préparation. Ce mode permet de réduire les besoins en personnel, mais requiert néanmoins

I’installation et I’entretien des caméras ce qui constitue une contrainte (Jaccoulet, 2017).

Le contr6le analytique repose sur le contrdle gravimétrique et les spectroscopies UV/IR,
UV/Raman afin de vérifier les Acms apres la reconstitution. Avec la méthode gravimétrique, la
masse de la poche reconstituée est comparée avec une masse théorique en employant une balance
de précision. Cependant, le principe actif n’est ni quantifié¢, ni qualifié par cette méthode. Par

ailleurs, la quantification et I’identification peut étre réalisées par les outils spectroscopiques UV/IR
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ou UV/Raman. Le spectre d’un échantillon Acm est comparé avec un spectre existant dans une base
de données avec un coefficient de corrélation fixé par la pharmacie hospitaliere. Actuellement,
quelques automates (e.g. Multispec, QC prep+, etc.) sont utilisés pour le controle d’Acms
reconstitués dans 1’hopital. Néanmoins, leurs performances sont encore limitées en termes de
specificité et sensibilit¢ dans la discrimination entre lots et Acms (Bazin et al., 2015;

Jaccoulet, 2017).

11.2.2. Stabilité des anticorps monoclonaux et les facteurs d’influence

La Conférence Internationale sur 1’Harmonisation (ICH) relative a I’enregistrement des
produits pharmaceutiques a usage humain a classe dans la directive Q6B les impuretés des protéines
thérapeutiques recombinantes (produits biopharmaceutiques incluant également des Acms) liées
aux dégradations physiques et/ou chimiques. En effet, au cours de leur biosynthese, extraction,
purification, formulation ou pendant leur conservation, les Acms peuvent subir une grande variété
de modifications chimiques, e.g. oxydation, déamidation, fragmentation, glycation, et formation de
pont disulfures (Figure 2.2.1) (Beck et al., 2013a) ou physiques, e.g. altérations conformationnelles,

agrégation (DeFelippis et al., 2016; Wang et al., 2007).
11.2.2.1. Dégradation chimique

En ce qui concerne la dégradation chimique, les principales voies sont la formation de ponts

disulfures, la déamidation, I’isomérisation, 1I’oxydation et la fragmentation.

Les ponts disulfures : La formation de ponts disulfure Cys-Cys est probablement la voie de
dégradation la plus fréquente. Cette dégradation peut se produire facilement durant les étapes de
production ou stockage. Par exemple, un anticorps IgG1 lyophilisé sans excipient (contenant 12
intra et 4 inter-chaines disulfures) sera dégradé apres 1 an de stockage a 30°C conduisant a la

formation de diméres et triméres liés a des ponts disulfures intermoléculaires (Andya et al., 2003).
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Figure 2.2.1 : Représentation schématique des dégradations chimiques aprés modifications post-
traductionnelles (Beck et al., 2013b)

Déamidation : La déamidation est également une voie de dégradation fréquemment observée.
Cette dégradation n’est pas liée a un processus enzymatique. Elle implique deux acides aminés 1’ Asn
et la GIn. La déamidation de Asn30 (converti en acide aspartique) sur le LC et déamidation de Asn55
(converti en iso-aspartate) sur les chaines lourdes (HC) ont été mises en évidence sur Herceptin
(trastuzumab) (Harris et al., 2001). D’autres travaux ont montré que 90% de Asn H386 était déamidé
aprés une incubation de OKT3 pendant 2 mois a 37 °C (Kroon et al., 1992). La déamidation de la
GIn conduit a la formation d’acide glutamique. Néanmoins, la probabilité d’observer cette réaction
est trés faible par rapport a une déamidation d’Asn. Aussi, la déamidation de la GIn est rarement

détectée dans les protéines recombinantes (Jenkins et al., 2008).

Isomérisation : I’isomérisation est trés répandue et difficile a contrler. Le mécanisme
d’isomérisation est similaire a celui de la déamidation. Elle est basée sur la formation d’un
intermédiaire cyclique succinimide conduisant a la formation d'acide iso-aspartique a partir de d’une
isomérisation directe d’ Asp et Asn. En outre, cette dégradation peut se produire non seulement dans

la solution mais aussi a 1’état solide (e.g. forme lyophilisée) (Wang et al., 2007). Par conséquent,
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I’isomérisation d’ Asp est une des voies majeures de dégradations des Acms lyophilisé, en particulier
si la température et le taux d’humidité de stockage est important (Breen et al., 2001). La formulation
peut constituer un facteur important pour limiter la vitesse du phénoméne d’isomérisation. Par
exemple, il a été montré que le sel de magnésium ameliorait la stabilité des Asp de Acms humanisés

(Wakankar and Borchardt, 2006).

Oxydation : I’oxydation des protéines au niveau d’acide aminé comme la Met, la Tyr, le Trp,
I’His et la Cys peut se produire facilement pendant le stockage (Wang et al., 2007). Cette
dégradation est catalysée notamment par la lumiere. Une augmentation d’oxydation d’un anticorps
humanisé recombinant HER2 a été observé apres son exposition a la lumiere a 20 000 lumen
pendant 2 semaines (Lam et al., 1997). D’autres travaux ont montré que la conservation d’anticorps
thérapeutiques entre 2 et 8 °C pendant 3 ans ou leur incubation a des températures éleves entrainaient

une oxydation de la met sur les anticorps (Kroon et al., 1992).

Fragmentation : Ce phénomene correspond a la rupture d’une liaison covalente dans une
protéine. Cette rupture est observée au niveau des séquences de Asp-Gly, Asp-Pro et Asn-Ser. Cette
dégradation est fonction de la séquence primaire, de la flexibilité de la structure locale, des
conditions de conservation des anticorps (pH, température) et de la présence de métaux ou de
radicaux (Vlasak and lonescu, 2011). Cette fragmentation peut conduire a une perte de LC, a une
séparation des fragments Fc et Fab ou a une séparation de HC et LC, etc. Plusieurs facteurs peuvent
provoquer une fragmentation tels que le stress en solution a pH acide ou basique (e.g. pH 3,5 ou
8,1), température (e.g. 60°C - 75°C) (Vermeer and Norde, 2000), la congélation et / ou

décongélation (Wang et al., 2007).
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11.2.2.2. Dégradation physique

Les Acms peuvent subir des modifications structurelles sans modification de leur composition
chimique. Ces modifications incluent la dénaturation, les modifications conformationnelles, et les
phénomeénes d’agrégation. Ces instabilités physiques, qui modifient la structure tridimensionnelle
d'un anticorps thérapeutique, peuvent avoir un impact sur leur activité biologique.

Dénaturation : Dans un état natif, les anticorps ont une structure quaternaire formée par des
repliements spécifiques liée a des liaisons faibles intramoléculaires (liaison chimique, répulsion
électrostatique, interactions électrostatiques, interactions de van der Waals, liaison hydrogene ou
interaction hydrophobe), ce qui confére a la protéine une forme compacte et repliée. Lorsque
I’anticorps est dénaturé, il perd sa structure quaternaire avec un dépliement partiel ou total. Ceci
conduit souvent a leur agrégation dont le mécanisme est décrit par Roberts et al. (Roberts, 2014).
Cette altération de la conformation de I’anticorps est observée au niveau du fragment Fc ou Fab.
Ces fragments ainsi dénaturés ont tendance a interagir entre eux pour former des diméres d’anticorps
(partiellement dénaturés), puis des oligoméres avec des filaments solubles ; pour ensuite constituer

des agrégats solubles et non solubles (Figure 2.2.2).

Agrégation : 1’agrégation est également une voie majeure de la dégradation physique des
Acms. La présence d’agrégats dans une préparation d’anticorps formulée est un point critique car
ils peuvent provoquer des réactions immunogenes chez les patients. Il a été démontré que les
agrégats d'lgG peuvent provoquer une insuffisance rénale grave et des réactions anaphylactiques
pouvant conduire & des maux de téte, fievre, etc. (Hansel et al., 2010). Aussi, I’agrégation des Acms
thérapeutiques doit étre strictement contr6lé pendant le processus de production et lors de

I’utilisation clinique.
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Figure 2.2.2 : Représentation schématique des différentes voies d’agrégation (Roberts, 2014)

Les agrégats d’anticorps se forment non seulement en solution mais aussi dans 1’état solide.
Géneéralement, plusieurs classifications d’agrégats sont proposées (Joubert et al., 2011; Mahler et
al., 2009; Narhi et al., 2012; Wei Wang and Christopher J. Roberts, 2010), dont les 4 caracteres les

plus employées sont la conformation, la liaison, la réversibilité et la taille :

Conformation : repliée (agrégats de protéines natives) ou dépliée (agrégats de protéines
dénatures)
- Liaison : covalente (e.g. liaison disulfure) ou non-covalente (faible liaison comme
électrostatique, hydrophobique, hydrogene)
- Réversibilité : réversible ou irréversible
- Taille : soluble (e.g. oligoméres comme dimere, trimére, etc. a < 100 nm), subvisible (100
nm — 10 pum) ou visible (> 10 um)
Ainsi, un agrégat est toujours défini par les 4 paramétres ci-apres : conformation, liaison,
réversibilité et taille. Néanmoins, la caractérisation d’agrégats reste toujours compliquée et requiert

le recours a plusieurs techniques analytiques différentes.
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Les agrégats ne résultent pas uniquement de la dégradation physique mais peuvent provenir
également de la dégradation chimique. En effet, les protéines dans leurs états natifs (non dénaturés)
peuvent également s’associer pour former des agrégats par I’intermédiaire d’interactions
électrostatiques ou hydrophobes (Liu et al., 2005). Ce type d’agrégats est souvent réversible mais il
peut également étre considéré comme un état précurseur d’une agrégation irréversible pouvant
conduire a une précipitation. Quand la protéine est chimiquement ou physiquement modifiée
(dénaturée ou dépliée), cela peut également étre a 1’origine de la production d’agrégats. Par
conséquent, 1’agrégation peut étre considéré comme une étape finale survenant a la suite de

différents types de dégradation.

L'agrégation peut étre induite par des facteurs externes mais aussi interne. (i) Les facteurs
externes sont la température, 1’agitation, la congélation et / ou décongélation, la lumiére, la
lyophilisation, etc. (ii) Les facteurs internes concernent la formulation comme pH, force ionique,
excipients, concentration, etc. (Ishikawa et al., 2010; Kiese et al., 2008; Liu et al., 2013; Paul et al.,

2012).
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11.2.3. Immunogénicité.

L’ immunogénicité reste 1'un des principaux défis a relever dans I’utilisation des Acms
thérapeutiques. L’immunogénicité est définie comme étant la production d’ADA (antidrug
antibodies) par les patients en réponse a l’administration d’Acms thérapeutiques pouvant
s’accompagner de réponses immunitaires responsable d’effets indésirables (De Groot and Scott,
2007; Hwang and Foote, 2005, Kuriakose et al., 2016, Stas et al., 2009). L’immunogénicité peut
poser des problémes cruciaux a la fois pour I’efficacité des protéines thérapeutiques et pour la
sécurité des patients avec des réactions pouvant étre fatales liées a des réactions allergiques pouvant
conduire a des chocs anaphylactiques (Kessler et al., 2006). Par conséquent, les agences de

régulation européenne (European Medicines Agency) (Guideline on Immunogenicity assessment of

therapeutic proteins) et nord-américaine (Food and Drug Administration) (Immunogenicity

Assessment for Therapeutic Protein Products) ont édité des recommandations et proposées des

programmes de gestion des risques pour répondre a ce probleme.

11.2.3.1. Anti-drug antibodies

Actuellement, I’effet d’immunogénicité lors de traitement clinique a été observé pour de
nombreux Acms thérapeutiques (Tableau 2.2.1). L’humanisation des anticorps thérapeutiques a
permis de diminuer considérablement les réponses immunitaires. Néanmoins, les observations
cliniques effectuées montrent clairement que I’humanisation de la séquence primaire ne garantit pas
I’absence de réponse immunitaire (Maillére et al., 2012). Les protéines thérapeutiques entrainent
des réponses immunitaires qui se manifestent par le développement d’une réponse adaptative du
systeme immunitaire via les lymphocytes B, les macrophages ou les cellules dendritiques qui
conduira a la présentation d’un antigéne au complexe majeur d’histocompatibilité de type II et donc
a ’activation des lymphocytes T. Le deuxiéme type de réponse est liée a la production d’anticorps

dirigées contre les protéines thérapeutiques, les ADA. Les ADA produits sont classés comme Acm
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liants (Binding Antibodies, BAbs) ou Acm neutralisant (Neutralizing Antibodies, NAbs). Les BAbs
se lient & la protéine thérapeutique mais ils ne la neutralisent pas, c’est a dire que son efficacité
thérapeutique n’est pas supprimée. En revanche, ceci peut conduire a une modification des
propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de la protéine. Les BAbs peuvent
augmenter la clairance ou prolonger I'exposition systémique. Ils peuvent également étre précurseur
ou initiateurs de NAbs. Les NAbs se lient a la molécule thérapeutique et vont perturber son affinité
envers la cible et ainsi neutraliser la fonction thérapeutique de la protéine. Lorsque les NAbs sont

présents a une concentration élevée, I’efficacité des protéines thérapeutiques peut étre affecté

(Singh, 2011).

Tableau 2.2.1 : Immunogenicité des Acms thérapeutiques (Kuriakose et al., 2016b)

. Immunogeénicité (% patients)

Acms Type/Cible BADS NADS
Adalimumab | Humain Acm/anti-TNFa 5%-89% 5%-89%
Alemtuzumab | Humanisé Acm/anti-CD52 30%-70% 30%—70%
Belimumab Humain Acm/B cell survival factor 4,80% 03/11
Canakinumab | Humain Acm/anti-1L-1/ 0 0
Cetuximab Chimérique Acm/anti-EGFR 5% -
Denosumab Humain Acm/ anti-RANK <1% 0
Golimumab Humain Acm/anti-TNFa 4% -
Infliximab Chimérique Acm/anti-TNFa, Maladig d? Crohn : -

10%, psoriasis : 36-51%

Ipilimumab Humain Acm/anti-CTLA4 1,1% (1024 patients) 0
Natalizumab Humain Acm /anti-a4-integrin 9% 9%
Nivolumab Humain Acm/anti-PD1, PDL1 8,50% 0,70%
Ofatumumab | Humain Acm/anti-CD20 0 0
Panitumumab | Humain Acm/anti-EGFR 1-4,6% 0,8-1,6%
Pembrolizumab | Humain Acm/anti-PD1 0,30% 0,30%
Ramucirumab | Humain Acm/anti-EGFR 2 6% 1%
Rituximab Chimérique Acm/anti-CD20 11% -
Secukinumab | Humain Acm/anti-1L-17A 0,40% 03/10
Siltuximab Chimérique Acm/anti-1L-6 0,20% 0
Ustekinumab | Humain Acm/anti-p40 d’IL-12, 1L-23 6.6% -
Vedolizumab | Humanisé Acm/anti- 04p7 intégrine 4% 33/56
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11.2.3.2.  Facteurs influencant ’'immunogénicité

De nombreux facteurs peuvent influencer le développement de la réponse immune notamment ;
(i) le patient, (ii) le traitement, et (iii) I’anticorps thérapeutique lui-méme (Figure 2.2.3)

(Schellekens, 2002).
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Figure 2.2.3: Les facteurs influencent sur I’immunogénicité de protéines thérapeutiques

(Schellekens, 2002)

- (i) L’immunogénicité peut étre influencée par les facteurs inhérents au patient tels que sa
susceptibilité génétique, la nature de sa pathologie ou le traitement administré. Par exemple, il a été
observé par de nombreux auteurs que les réactions immunitaires étaient moins importantes lors d’un
traitement anticancéreux par rapport a un traitement administré pour une maladie inflammatoire ou
auto-immune par la méme protéine thérapeutique (e.g. Infliximab) (Stas et al., 2009; Wagner et al.,
2003). Par exemple, des doses équivalentes d’infliximab ne provoquent pas des mémes
consequences d’immunogénicité chez les patients ayant une polyarthrite rhumatoide ou une arthrite

juvénile (Stas et al., 2009).

25



- (ii) Le mode d’administration, la dose administrée, la fréquence, la durée du traitement
peuvent également influencer la réponse immunogéne a une protéine thérapeutique. 1l est
généralement admis que le traitement & court terme est moins susceptible d'étre immunogéne que le
traitement & long terme. En revanche, il a été montré que le traitement intermittent était plus
susceptible de provoquer une réponse immunogéne qu'un traitement continu (Strand et al., 2017;
Vincent et al., 2013).

- (iii) D’autres facteurs concernant le produit tels que 1’origine (e.g. murine ou humain), la
nature de la substance active (protéine endogéne, protéine post-traductionnelle), les modifications
physico-chimiques de la protéine thérapeutique (e.g. produits dégradés, impuretés, agrégats) ou le
mode de formulation (excipients) peuvent influencer la réponse immunogéne. En effet, tous les
variants d’Acms thérapeutiques sont potentiellement immunogene (Hwang and Foote, 2005; Maas
et al., 2007; Moussa et al., 2016; Ratanji et al., 2014). De nombreux travaux ont montré que les
agrégats de protéines thérapeutiques peuvent étre de puissants inducteurs de la production d’ADA,
car ils sont facilement captés par les cellules présentatrices d’antigénes (Moussa et al., 2016b; Stas
et al., 2009). De plus, il a été montré que les agrégats sub-visibles de taille comprise entre 0,1-10
microns ont un fort potentiel immunogeéne. Cependant, la présence de ces agrégats reste difficile a
controler par les techniques actuelles utilisées (Hawe et al., 2012).

11.2.3.3. L’immunogénicité des agrégats de protéines thérapeutiques et

mécanismes de production des ADA

Les réponses immunitaires des agrégats de protéines thérapeutiques en général, et d’Acms en
particulier, dépendent a la fois du type d’agrégats et de la souche de souris sur laquelle les études
ont éte réalisées. Freitag et al. a réalisé une étude sur les réponses immunitaires par les agregats de
IgG générés par la lumiére, I’agitation ou les températures élevées (Freitag et al., 2015). Les agrégats
les plus immunogenes semblent ceux insolubles avec des structures modifiées (Freitag et al., 2015).

Cependant, peu d’études permettent d’établir un lien entre le type d’agrégats, la nature des stress et
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les réponses immunitaires. Aussi, il est nécessaire de développer des méthodes analytiques

permettant une caractérisation fine et rigoureuse des agrégats en fonction des stress appliqués.

Les aggregats de protéines thérapeutiques peuvent induire la production d’ADA par les
lymphocytes B activés selon deux voies ; une voie dépendante des Lymphocytes T (Td), et une voie

indépendante des Lymphocytes T (Ti) (De Groot and Scott, 2007).

En ce qui concerne le mécanisme Td (Figure 2.2.4 A), I’activation des cellules B est constituée
de deux phases (précoce et tardive). En phase précoce, les cellules présentatrices d'antigene (Antigen
presenting Cell, CPA) activées par les agrégats, stimulent les cellules T naive (Naive T-Cell) par
I’intermédiaire d’interactions entre le CMH-II ainsi que des molécules co-stimulatrices (présentes
sur la surface des cellule présentant 1’antigeéne activé) et le récepteur des cellules T (TCR) et le CD
28 respectivement (présents a la surface des Cellules T naives). Dans la phase tardive ou adaptative,
les cellules T ainsi activées vont se différencier en lymphocytes T auxiliaires (lymphocytes T helper)
pour activer a leur tour les lymphocytes B. Les cellules B sont ensuite transformées en lymphocytes
B matures grace a une co-stimulation par les aggrégats et les T auxiliaires. Finalement, les cellules
B vont proliférer et se différencier en lymphocytes B mémoires (Memory cell) et en cellules

plasmocytaires qui vont produire des ADA de haute affinité (de type 1gG).
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En ce qui concerne le mécanisme Ti (Figure 2.2.4 B), deux mécanismes de production des ADA

concomittants sont proposés, mettant directement en jeu des lymphocytes B. D une part, les agrégats

peuvent étre captés par des récepteurs BCR (IgM et IGD membranaires) ou TLR (récepteurs de type

Toll) et provoquer la production d’ADA en activant directement les cellules B de la zone marginale

de la rate (MZ-B Cell). D’autre part, une activation des cellules B polyclonales peut également se

produire via une séquence répétitive d’épitotes d’agrégats qui relient les récepteurs BCR de type

IgM ou IgD membranaires et conduire au développement de cellule B mémoires. Les ADA sécrétés

présentent les isotypes suivant : 1gG2b, IgG3 et IgM.
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11.3. Caractérisation des agrégats et des Acms dénaturés

Le contrdle d’agrégats dans la solution d’injection d’ Acms thérapeutiques est indispensable pour
la qualité, I’efficacité du produit ainsi que la sécurité des patients. Par conséquent, la Pharmacopée
américain (USP <788>, Particulate matter in injection) et la Pharmacopée européenne (Ph. Eur.
2.9.19, Particulate contamination : sub-visible particles) exigent un contréle de la présence des
particules > 10 um et >25 pum dans la solution d’injection. Par exemple, pour la pharmacopée les
particules de taille supérieure a 10 pum doivent avoir un taux inférieur ou égale & 6000
particules/conteneur supérieur a 100mL et que les particules de plus de 25 pum sont limitées a une
valeur inférieure ou égales a 600 particules/conteneur supérieur a 100mL. De plus, les directives de
la FDA pour I’industrie pharmaceutique (FDA Guidance for industry: Immunogenicity Assessment
for Therapeutic Protein Products) préconisent un contrdle des particules sub-visibles d’une taille
comprise entre 2 et 10 pm et des agrégats solubles d’une taille de 0,1a 2 pm. Le controle doit surtout
étre effectué avant la libération de lots ou pendant 1’étude de stabilité des Acms thérapeutiques

(EMEA, 2007).
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Figure 2.3.1 : Exemple de méthodes analytiques pour la caractérisation d’agrégats de Inm a 1 mm

(Bansal et al., 2019).
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Comme décrit dans le chapitre 11.2.2, il y a plusieurs types d’agrégats classés selon leur taille,
le type de liaisons, leur conformation et leur réversibilité. L’analyse des agrégats est un vrai défi
pour la chimie analytique. En effet, de nombreuses méthodes ont été développées pour étudier et
détecter les agregats selon leurs tailles. Néanmoins, aucune méthode analytique ne peut seule
couvrir toute la gamme de taille ou le type d’agrégats. Un autre défi concerne la limite de détection
ainsi que les agrégats artéfactuels générés pendant les étapes de préparation d’échantillon et
d’analyse ce qui peut entrainer une sur ou sous-estimation du taux d’agrégat dans un échantillon
(Mahler et al., 2009). 1l donc nécessaire d’utiliser un ensemble de méthodes différentes pour une
caractérisation complete des agrégats de petites tailles (dimére, trimére, agrégats solubles) ou de
grandes tailles (particules subvisibles et visibles) (Figure 2.3.1) (Bansal et al., 2019; den Engelsman

etal., 2011; Mahler et al., 2009)
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11.3.1. Détection et caractérisation de particules subvisibles et visibles

De nombreuses méthodes pour ’analyse des particules visibles ou subvisibles sont actuellement
utilisées dans I’industrie biopharmaceutique ou a I’hdpital. Généralement, ces méthodes permettent
de caractériser les agrégats en termes de concentration, tailles, rayon hydrodynamique, masse
moléculaire, morphologie, etc. (Tableau 2.3.1). Ces méthodes sont normalement rapides, faciles a
utiliser ou installer dans un laboratoire de controle.

Tableau 2.3.1 : Méthodes employées pour la détection et la caractérisation d’agrégats visibles et

sub-visibles (den Engelsman et al., 2011)

Méthode Détection Gamme de taille
Inspection visuelle Opalescence, particules >50 um —mm
Microscopie optique Taille et morphologie >1 um — mm
Diffraction laser Taille de particule 20 nm — 2 mm
Microscopie de fluorescence Particule, protéine amyloide >1 um —mm
Compteur de particules basé sur la | Concentration et taille 0,4 um-1,2 mm

conductivité (Coulter method)

Imagerie de flux Concentration, taille et | 1-400 um
morphologie
Obscurcissement de la lumiere Concentration et tailles 2-100 pm

(Light obscuration)

Diffusion dynamique de lumiére Rayon hydrodynamique 1nm-5pum
(DLS)
L’analyse du suivi individuel de Rayon hydrodynamique 20 nm —1 pm

particules (NTA)

L’inspection visuelle est la méthode plus simple pour la détection des agrégats visibles de 50
pm a quelques millimétres. Elle est effectuée a I'aide d'un appareil constitué d'une boite composée
de deux panneaux en noir et blanc (Ph. Eur. 2.9.20) (Figure 2.3.2). Cette méethode est simple mais
subjective. Pour ces gammes de tailles, d’autres méthodes sont disponibles telles que la microscopie

optique, la diffraction laser, la microscopie de fluorescence, le compteur de particules, ’imagerie
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en flux et ’obscurcissement de lumiére sont plus précises, notamment en ce qui concerne les
agregats visibles et subvisibles de quelques micromeétres. Par exemple, le compteur de particules, la
microscopie et I’obscurcissement de la lumiére donnent des informations quantitatives d’agrégats
(e.g. nombre de particules). Parmi ces techniques, la microscopie et 1’obscurcissement de lumicre
sont décrites dans les différentes pharmacopées (européenne et américaine) appliquées au controle
de particules subvisibles. Avec la méthode d’obscurcissement a la lumiére, la taille des particules
est estimée grace a la quantité de lumiére bloquée par les particules. En ce qui concerne la
microscopie optique, 1’échantillon est filtré & travers une membrane puis est placé sous le

microscope pour compter et mesurer la taille (Mahler et al., 2009).

Adjustable lampholder

% Non-glare
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black panel

panel

[E—
Non-glare white panel

Figure 2.3.2 : Appareil pour I’inspection visuelle (Ph. Eur. 2.9.20)

Les techniques de diffusion dynamique de lumiére (DLS), et de 1’analyse du suivi individuel de
particules (NTA) sont aussi largement appliquées pour détecter les particules subvisibles dans la
solution. Ces méthodes sont basées sur le mouvement brownien de particules dans la solution afin
de mesurer leurs tailles hydrodynamiques. Le mouvement brownien des particules engendre la
diffusion de la lumiére. L’analyse des fluctuations d'intensité de la diffusion de la lumiére (DLS) ou
la visualisation spectroscopique (NTA) permettent determiner le rayon hydrodynamique et la
distribution de particules a I'aide de la relation de Stokes-Einstein. De plus, ces techniques peuvent
étre également appliquées pour les agregats solubles car leur limite de détection sont de 1 nm et 20

nm pour DLS et NTA, respectivement.
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11.3.2. Méthodes séparatives pour la détection et la caractérisation d’agrégats solubles

Les méthodes les plus couramment utilisées pour la détection et la caractérisation des agrégats
solubles sont la chromatographie d’exclusion stérique (SEC), la séparation par €lectrophorese sur
gel (SDS-PAGE), I’électrophorese capillaire (CE-SDS), I’ultracentrifugation analytique (AUC) et
le fractionnement par couplage flux-force a flux asymétrique (AF4) comme dans le tableau ci-
dessous (Tableau 2.3.2) :

Tableau 2.3.2 : Méthodes employées pour la détection et caractérisation d’agrégats solubles (den

Engelsman et al., 2011)

Méthode Détection Gamme de taille
(i) Chromatographie d’exclusion | Rayon hydrodynamique, | 1-50 nm

stérique (SEC) quantification

(ii) SDS-PAGE, CE-SDS Masse moléculaire, liaison | kDa — MDa

covalente vs noncovalent

(iii) Ultracentrifugation analytique | Masse moléculaire, forme, | 1-100 nm
(AUC) quantification

(iv) Fractionnement par couplage Taille hydrodynamique, | 1 nm - um
flux-force a flux asymétrique (AF4) | quantification

- (i) La SEC est considerée comme une méthode de référence pour la détection d’agrégats
solubles pour les protéines thérapeutiques dans 1’industrie biopharmaceutique. Une présentation
détaillée de cette méthode est effectuée dans le chapitre 1.5 de cette theése.

- (ii) SDS-PAGE ou CE-SDS permet d’estimer la taille des protéines, de déterminer la pureté
et d’évaluer la présence de liaisons disulfures de protéine. La préparation consiste a dénaturer les
protéines a 1’aide un détergent anionique dodécylsulfate de sodium (SDS) avec une température
élevée. Les zones hydrophobes des protéines interagissent avec la partie hydrophobe du SDS, celles-
ci sont ainsi une charge globale négatives, avec un rapport charge sur masse pouvant étre considéré

comme similaire pour toutes les protéines. Ainsi, lorsque le courant sera appliqué, les protéines
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migreront avec la méme mobilité vers la cathode. Le gel de polyacrylamide formant un tamis, les
molécules les plus petites migreront plus rapidement que les protéines de plus grandes tailles dans
un gel (SDS-PAGE) ou dans un capillaire (CE-SDS) vers I’anode en fonction de leurs tailles. Les
fragments et les agrégats sont estimés en utilisant des standards de masse molaires connus.
Néanmoins, cette méthode ne permet pas de détecter des agrégats covalents et des protéines de
masse molaire supérieures a 500 kDa.

- (iii) Le principe de I’AUC repose sur la sédimentation des anticorps qui sont soumises a une
force centrifuge. Les molécules sont séparees en fonction de leurs masses moléculaires, tailles et
formes. Par couplage avec des détecteurs UV ou a fluorescence par exemple cette méthode permet
d’obtenir des informations sur la détection et la quantification d’agrégats. Par conséquent, elle
devient actuellement un outil largement utilisé dans la caractérisation des produits
biopharmaceutiques. L’ AUC est de plus en plus utilisée comme la méthode orthogonale de la SEC
dans I’industrie pharmaceutique pour 1’étude des agrégats.

- (iv) Par apport aux méthodes séparatives présentées ci-dessus, I’A4F peut séparer les
molécules selon une large gamme de taille. Cette technique vise a séparer des molécules par
I'application d'un flux laminaire de liquide sur la longueur d'un canal, associé a une force latérale
générée par la sortie de liquide a travers un fritté recouvert de la membrane d'ultrafiltration (Bria
and Williams, 2016). Cette technique est également de plus en plus appliquée pour la caractérisation
de protéine et d’agrégat. Cependant, cette méthode reste difficile a valider et il est donc difficile a

I’heure actuelle d’utiliser cette méthode en routine dans le contexte d’un contréle analytique.

Par ailleurs, d’autres techniques telles que la turbidimétrie, la microscopie a force atomique
(AFM), la diffusion des rayons X aux petits angles, la spectrométrie de masse peuvent également
étre utilisées pour obtenir plus d’informations pour caractériser des agrégats en termes de taille, de
charge, de morphologie, de masse moléeculaire, de forme, etc. De plus, des méthodes

spectroscopiques (IR, Raman, UV-Vis dérivé secondaire, fluorescence, dichroisme circulaire) sont
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également employées pour évaluer la dénaturation de protéine qui est également un autre critére de

qualité de protéine thérapeutique.

Tableau 2.3.3: Techniques analytique employées dans l'industrie pour l'analyse d'agrégats de

protéines (den Engelsman et al., 2011)

Méthode Validation | Quantification | Robustesse | Contrble qualité
Inspection visuelle Oui Non Moyen Oui
Microscopie optique Non Possible Moyen Non
Microscopie fluorescence Non Non Faible Non
Microscopie électronique Non Non Faible Non
Imagerie de flux Non Oui Faible Oui
AFM Non Non Moyen Non
Turbidimétrie Qui Non Elevée Qui
DLS Non Non Moyen Non
Obscurcissement de lumiére Oui Oui Moyen Oui
Spectrométrie de masse

« native » Non Non Faible Non
Macro-IMS Non Non Faible Non
AUC Non Qui Faible Non
SEC Qui Oui Elevee Oui
AF4 Oui Oui Moyen Non
SDS-PAGE Qui Possible Moyen Qui
CE-SDS Oui Oui Moyen Oui
Spectroscopie UV-Vis Non Non Moyen Oui
Spectroscopie infrarouge Non Non Moyen Oui
Spectroscopie Raman Non Non Moyen Oui
Spectroscopie Fluorescence Non Non Moyen Non
Spectroscopie de dichroisme

circulaire Non Non Moyen Non
Spectroscopie RMN Non Non Moyen Non

En résumé, des méthodes variées sont utilisées pour la détection des agrégats et chaque méthode
présente des avantages et inconvénients. Par conséquent, les agrégats de protéines présents dans
I’échantillon doivent étre caractérisés par un ensemble de méthodes orthogonales. Cependant, toutes
ces techniques ne peuvent pas a étre appliquees a toutes étapes de developpement de la protéine
thérapeutique. Stratégiquement, deux niveaux d’analyse sont proposés : (i) analyse initiale avec des
méthodes relativement simples, robustes et rapides (telles que SEC, SDS-PAGE / CE-SDS,

obscurcissement de la lumiére, etc.) ; (b) une analyse plus approfondie, en utilisant des méthodes
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moins robustes mais fournissant des informations complémentaires (telles que AUC, AF4, DLS,
méthodes de microscopie, etc.) (Tableau 2.3.3) (Den Engelsman et al., 2011). En fonction des
objectifs analytiques, un ensemble de méthodes orthogonales peuvent étre utilisées pour une

caractérisation fine d’agrégats d’ Acm thérapeutique (Bansal et al., 2019).
11.3.3. Spectrométrie de masse en mode natif

La spectrométrie de masse en mode non-dénaturant (native MS) permet d’étudier la structure
des protéines dans leur état natif ainsi que les interactions non covalentes protéines-protéines et
protéines-ligands (Boeri Erba and Petosa, 2015; Giilbakan et al., 2018; Ishii et al., 2018). Cette
technique est basée sur I’ionisation par ¢lectronébuliseur dans laquelle les analytes sont pulvérisés
a partir d'un solvant non dénaturant (proche de condition physiologique) (Leney and Heck, 2017).
Une protéine native a une structure tertiaire / quaternaire compacte, ce qui conduit a une distribution
de charge étroite par comparaison a une protéine dénaturée dépliée (unfolded) dont la distribution

de charge sera plus importante (Figure 2.3.3).
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Figure 2.3.3: Représentation schématique des états de charges des protéines a différentes

conformations

Aussi, la conformation des protéines peut étre déterminée en étudiant ses états de charges par
native MS (Heck, 2008). Par exemple, une étude menée par Kaltashov et al., a montré une
modification de la distribution de charges de 1’antithrombine selon les conditions de solution (58
kDa). Dans un tampon d’acétate d’ammonium (20mM), la structure de 1’antithrombine est
conservée, conduisant a un spectre de masse avec une enveloppe a faibles charges (14+ a 18+, 3200-
4200 m/z) (Figure 2.3.4 A). Lorsque I’antithrombine est en condition dénaturante (e.g. 20 mM

Acétate d’ammonium/méthanol/acide acétique, 49/50/1, v/v/v), plusieurs enveloppes avec des états
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de charges différents sont observées en spectrométrie de masse (Figure 2.3.4 B). Celles-ci
correspondent probablement pour la protéine a plusieurs états de dénaturation (1500-2500m/z ;
2500-3200 m/z) et a 1’état natif (3200-4200 m/z). Avec un plus grand pourcentage d’acide acétique
(e.g. 20 mM Acétate d’ammonium/méthanol/acide acétique, 45/50/5, v/v/v), une seule enveloppe
avec des charges trés élevée ainsi qu’une large distribution a 2000-3500 m/z sont obtenues ce qui

probablement correspond a une antithrombine entierement dépliée (fully unfolded)

(Figure 2.3.4 C).
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Figure 2.3.4: Spectres de masse d’antithrombine en solution dans; (A) 20 mM Acétate
d’ammonium, (B) 20 mM Acétate d’ammonium/méthanol/acide acétique (49/50/1, v/viv),
(C) 20 mM Acétate d’ammonium/méthanol/acide acétique (45/50/5, v/v/v) (Kaltashov and
Abzalimov, 2008)

Dans un autre exemple, le Trastuzumab est analysé dans deux conditions différentes
(Figure 2.3.5). Le monomere dans un environnement dénaturant présente une enveloppe avec des
charges élevées et de faible rapports masse sur charges (2000 — 4000 m/z). En revanche, lorsque
I’Acm est analysé en condition native, de faibles états de charges sont observés avec une enveloppe

de 5500 a 7000 m/z.
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Figure 2.3.5 : Spectre de masse d’un Acm sous différentes conditions ; (A) dénaturantes (20 a 80%
ACN) et (B) native utilisant le tampon d’ammonium acétate (Terral et al., 2016)

Plusieurs protocoles ont été proposés pour analyser I'hétérogénéité structurelle d’anticorps a
1’aide de la native MS (Haberger et al., 2015b; Rosati et al., 2014; Terral et al., 2016). Il est possible
d'étudier 1'état d'oxydation d’Acm, comme cela a été récemment montré par Haberger et al. afin
d'évaluer l'effet du stress oxydatif sur la stabilité d’anticorps (Haberger et al., 2015a). La native MS
a également été utilisée pour étudier le ratio anticorps-médicaments d’ADC (Chen et al., 2013;
Debaene et al., 2014) et pour caractériser la conformation des anticorps (Thompson et al., 2014a).
En effet, la spectrométrie de masse en mode native montre un grand potentiel non seulement pour
la caractérisation des protéines mais aussi pour le contrdle qualité en permettant la détection de
protéines dénaturées. Parmi les méthodes séparatives utilisés en bioanalyse, la CZE et SEC sont les
deux techniques compatibles avec un couplage masse en mode natif. De nombreuse études ont été
meneées pour la détection d’agrégats de protéines (Marie et al., 2016; Muneeruddin et al., 2014),
pour la détection des variants de charge (Fissl et al., 2018; Leblanc et al., 2017) ou de taille (Ehkirch
et al., 2018a). L’intérét de la CZE-native MS et SEC-native MS sera discuté plus en détail dans les

chapitres suivants de cette thése.
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11.4. Electrophoreése capillaire

L’¢électrophorése capillaire (EC) est une technique séparative de tres grande efficacité qui permet
de séparer des biomolécules d’un mélange complexe avec une haute résolution. L’EC présente
plusieurs avantages tels que : la simplicité d’utilisation, la rapidité d'analyse, la faible consommation
de solvent organique, un tres faible volume d'échantillon & analyser (nL). L’analyse par EC est
appliguée a une large gamme de biomolécules telles que les nucléotides, les peptides et les protéines.
Cette méthode séparative couplée a la spectrométrie de masse peut étre utilisée dans le contrdle de
qualité des produits pharmaceutiques et biotechnologiques (Wenz et al., 2015). Une étude récente
effectuée simultanément dans 13 laboratoires indépendants a été réalisée afin d’évaluer la robustesse
d’une méthode EC couplée a la spectrométrie de masse dédiée a 1’établissement d’une carte
peptidique issue d’une digestion tryptique de la BSA. Les résultats obtenus ont montré que I’EC-
couplée a la spectrométrie de masse est suffisamment robuste pour permettre 1’application de cette

méthode dans différents laboratoires.

Selon les types de capillaire et la nature de I’électrolyte utilisé, I’EC peut étre divisée en
plusieurs techniques comme 1’¢lectrophorése capillaire de zone (CZE), la focalisation isoélectrique
capillaire (clEF), la chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC), et I’isotachophorese
(ITP). Dans ce chapitre sera présenté la technique de CZE pour I’analyse de protéines, puis la
problématique de I’analyse des protéines et des risques d’adsorption sur la paroi du capillaire sera
abordée. Nous présenterons ensuite les stratégies utilisées pour prévenir ces adsorptions dans un

contexte de couplage avec la spectrométrie de masse.

11.4.1. Electrophorése capillaire de zone pour I’analyse de protéines

La CZE est la méthode la plus utilisée pour 1’analyse des protéines thérapeutiques. La séparation
des molécules est basée sur ; (i) le flux électroosmotique (EOF), qui dépend de capillaire et de nature

de tampon d’électrolytes (background électrolyte, BGE), et (ii) sur la mobilité électrophorétique
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uep, qui dépend du rapport charge sur la taille hydrodynamique de 1’analyte. L’EOF est le
mouvement de 1’électrolyte a travers de capillaire sous un champ électrique. L’EOF est lié a la
présence de charges a la surface du capillaire et a leur interaction électrostatique avec les ions de
I’électrolyte. Afin d’assurer I’électroneutralité, les cations présents dans I’électrolyte forment une
double couche électrique a la surface du capillaire appelée couche d’Helmholtz ou potentiel zéta
(€). Une part des cations va établir des interactions électrostatiques fortes avec les silanols pour
former une couche compacte et immobile, appelée «couche de Stern». Les autres cations
n’interagissant pas directement avec la surface forment une couche diffuse appelée « couche de
Gouy-Chapman ». Lors de I’application d’un champ électrique aux extrémités du systéme, les
cations de la couche diffuse Gouy-Chapman migrent vers la cathode. La mobilité électrophorétique
(uep) est due au déplacement des ions dans le capillaire lorsqu’ils sont soumis a un champ
électrique. Ceux-ci se déplacent vers les électrodes de charges opposées a une vitesse qui dépend

de leurs charges et leur rayon hydrodynamique.

De nombreux travaux montrent que son couplage a la MS permet d’obtenir des informations
structurales et massiques des protéines analysées. En effet, la CZE couplée a la MS a permis de
caractériser la structure de protéines intacts e.g. I’interféron-p1, des Acms intacts (Bush et al., 2016;
Han et al., 2016), d’étudier 1’hétérogénéité de conformations de protéines intacts (Bertoletti et al.,
2016), la séparation et I’identification d’un mélange d’Acms thérapeutiques intactes (Giorgetti et
al., 2018), I’étude de glycosylations des protéines (Gennaro and Salas-Solano, 2008; Haselberg et

al., 2013), ou I’étude protéomique des anticorps (Belov et al., 2018; Faserl et al., 2017).
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11.4.2. Phénomene d’adsorption

Un des problémes majeurs de I’EC est 1’adsorption des protéines telles que les anticorps
monoclonaux thérapeutiques, sur les parois du capillaire ce qui aura des conséquences sur les
performances de séparation. Ceci va conduire & une modification de I’EOF, une asymétrie et un
élargissement des pics et donc a une faible reproductibilité ainsi qu’une altération de la résolution
(Stutz, 2009). Le phénomeéne d’adsorption est constitué de deux étapes ; (i) le transport de la protéine
a la surface, (ii) I’interaction avec la surface, ce qui va provoquer un réarrangement de la structure
de protéine (Figure 2.4.1) (Lucy et al., 2008). Cette adsorption peut étre réversible ou irréversible.
Elle est liée a plusieurs types d’interactions, telles que ; la liaison d’hydrogene, les forces de Van
der Waals, les interactions électrostatiques et hydrophobes (Razunguzwa et al., 2006). Les
interactions électrostatiques et hydrophobes sont les principales forces responsables de 1’adsorption
de la protéine a la surface silice (Attwood et al., 2019; Graf et al., 2005). Les Acms sont des protéines
a haut poids moléculaire et multichargées, et tendent d’autant plus a interagir avec les silanols par
interactions électrostatiques. Ainsi, une analyse utilisant un tampon a pH neutre ou acide sera
préférable pour 1’analyse de protéine par CZE et plus particulierement par CZE-MS. Dans ces
conditions, la surface du capillaire sera neutre lorsque le pH du BGE est inférieur au pKa des silanols
(pK ~3,0 — 4,0), ou chargée négativement si le pH est supérieur au pKa, des silanols alors que les
charges globales des Acms seront positives. C’est pourquoi, les Acms interagissent de maniére
importante avec les groupes SiO- a pH supérieur au pKa silanols mais inférieur au pl des Acms.
Cependant, ce phénoméne d’adsorption a été observé en utilisant un tampon d’analyse a pH acide

~3,0 — 4,0, et méme tres acide a base d’acide formique 100 mM (pH~1,7).
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Figure 2.4.1 : Représentation schématique du phénomeéne d’adsorption de la protéine a une surface

(Stutz et al., 2009)

Afin d’éviter I’adsorption des protéines, de nombreuses stratégies ont été utilisees :

- (i) L’utilisation de BGE a trés faible pH. Ainsi, les silanols présents a la surface du capillaire
seront protonés (donc neutre) et les possibilités pour les protéines d’établir des interactions
électrostatiques avec la surface du capillaire seront réduites. A pH élevé, la charge globale de la
protéine sera négative. Ainsi, ’adsorption des protéines sur la paroi du capillaire sera diminuée
grace au phénomene de répulsion électrostatique (Huhn et al., 2011). Cependant, il est important
de noter que les protéines sont dénaturées aux pH extrémes.

- (ii) L’ utilisation d’un tampon d’analyse a force ionique élevée. Ceci peut permettre de diminuer
les interactions des protéines avec la paroi du capillaire, par interactions des co-ions avec la protéine,
ce qui va conduire a un phénomeéne de compétition avec les sites de liaisons présents a la surface du
capillaire. Cependant, une augmentation du taux de sels dans le tampon d’analyse peut entrainer une
perte de sensibilité de la détection par MS et entrainer un effet Joule, di a I’augmentation du courant
conduisant a une distribution des pics et a une ligne de base instable (Huhn et al., 2010). Il est

également possible d’ajouter un agent formant des paires d’ions (e.g. acide trifluoroacétique) avec
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les protéines ce qui va réduire le phénoméne d’interaction protéines/surfaces en diminuant la charge

nette de la protéine par diminution des interactions électrostatiques.

- (i) L’utilisation de revétements (coating) pour modifier la surface du capillaire qui est
I’approche la plus utilisée a 1’heure actuelle. Ceci permet d’éviter efficacement 1’adsorption et de
moduler le flux électroosmotique du capillaire. (Haselberg et al., 2007; Huhn et al., 2010). Les
revétements différent principalement par leur charge, qui peut étre : neutre, cationique ou anionique.
De nombreux revétements ont été développés et ils peuvent étre classés en deux catégories (Huhn
et al., 2010; Pattky and Huhn, 2013) : le revétement dynamique, le revétement statique (covalent et
non-covalent ). Un autre avantage du traitement de capillaire est lié au contréle du flux
électroosmotique qui est essentiel pour la répétabilité des analyses. Ainsi, le couplage EC-MS
nécessite un EOF qui migre en direction de I’interface EC-MS avec un liquide additionnel « sheath
liquid ». En absence d’EOF ou dans le cas ou I’EOF migre dans la direction opposée a I’interface,
le «sheath liquid » et le gaz de nébulisation peuvent étre aspirés dans le capillaire, ce qui va
perturber 1’analyse (Mokaddem Meriem et al., 2008). Par conséquent, les revétements chargés
permettent de contrdler la direction ou I’intensité de I’EOF, ce qui est primordial en EC-MS. Dans
certains cas, par exemple I’analyse d’anions dans un capillaire présentant un revétement cationique,
I’analyse doit étre effectuée en utilisant la polarité inverse pour que 1’écoulement soit dirigé vers le
détecteur. D’autre part, lors d’une analyse avec un capillaire a revétement neutre tel que PVA, PAA,
la EOF est trés faible ou nulle, une pression additionnelle est souvent réalisée pour améliorer la

séparation et le temps d’analyse.

Aussi dans le chapitre suivant une présentation détaillée des différents types de revétement va

étre présentée.
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11.4.3. Les différents types de revétements utilisés pour prévenir I’adsorption des

protéines en EC

Comme nous I’avons évoqué précédemment, de nombreux types de revétements peuvent étre
utilisées pour prévenir I’adsorption des protéines. Un revétement doit idéalement satisfaire les

critéres suivants ;

- Former une couche homogéne pour permettre une couverture compléte de la surface de la
silice.
- Le revétement doit étre le plus stable possible.

- L’adsorption de la protéine doit étre minimisée de maniere significative.

11.4.3.1. Le revétement dynamique

Les revétements dynamiques sont présents dans le tampon d’analyse. Une grande diversité
de composés peut étre utilisée, tels que les polyamines, tensioactifs ou des polysaccarides comme
la cellulose, etc. (Lucy et al., 2008; Rodriguez and Li, 1999). Les revétements dynamiques sont
faciles d’utilisation et peu couteux. La régénération de la surface peut étre effectué efficacement
apres chaque analyse ce qui permet d’avoir une bonne reproductibilité. Toutefois, ces additifs
peuvent interagir avec les analytes et impacter la performance de séparation en EC. De plus, cette
approche n’est pas compatible avec la MS car une suppression d’ions et une contamination de la

source d’ionisation peut se produire.

11.4.3.2. Les revétements statiques
- Revétements statiques covalents
Ces revétements sont constitués de polymeres liés de maniére covalente aux groupements
silanes. Bien que la préparation de ce type de revétement soit longue (e.g. 35h), et necessite un grand

nombre d’étapes, ceux-ci présentent I’avantage d’étre tres stables, de pouvoir étre utilisés pour un
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grand nombre d’analyse et d’étre compatible avec la spectrométrie de masse. Ceux-ci ne présentent
que tres peu de risque de contaminations pour les analyses EC-MS. Ces revétements covalents sont
pour la plupart neutres (e.g. Poly vinyl alcohol (PVA), PAA). Ceux-ci ont été utilisés avec succes
pour I’analyse par EC-MS des Acms; le trastuzumab (Belov et al., 2017) (Figure 2.4.2) et
I’'ustekinumab (Haselberg et al., 2018). Cependant, Bush et al., ont utilisé un revétement PEI greffé
de maniére covalente au capillaire pour analyser par EC-MS I’interféron $1 (Bush et al., 2016).
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Figure 2.4.2: Electrophérogrammes d’une analyse de Trastuzumab par CE-MS utilisant un

capillaire avec un revétement PAA (Belov et al., 2017)

- Revétement statique non-covalent

Ces revétements sont adsorbés de maniere statique sur la paroi du capillaire. Ils constituent un
compromis entre le revétement dynamique et le revétement statique covalent. Ceux-ci sont
incorporés dans le capillaire durant 1’étape de ringage. Ils sont constitués de polymeéres de hauts
poids moléculaires composés d’un squelette a base de polyacrylamide ou de polyméres comportant
des groupements amines cationiques (e.g. polybrene) permettant 1’établissement d’interactions
électrostatique avec les silanols. Les avantages de ces revétements sont qu’ils sont faciles
d’utilisation, et peuvent étre régénérés rapidement. Le polybrene a permis notamment d’analyser un

mélange de 4 anticorps thérapeutiques par EC (Bevacizumab, Trastuzumab, Rituximab et
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Cetuximab) (Jaccoulet et al., 2015). La stabilité de ce type de revétement peut étre considérablement
augmentée en réalisant une superposition de couches de polyméres de charges opposees (SMIL,

Successive Multiple lonic-polymer Layers) (Katayama et al., 1998) (Figure 2.4.3).

capillary wall

é cationic polymer

Figure 2.4.3 : Représentation schématique d’un capillaire SMIL (Katayama et al., 1998)

Ainsi, un SMIL a base de Polybrene (+), Dextran Sulfate (-) et Polybrene (+) (PB-DS-PB) a été
développé par Katayama et été employé pour la séparation des acides aminées et 1’analyse de
protéines acides comme I’a-lactalbumine, ou la serine protéase inhibitrice de trypsine (trypsine
inhibitor). Ce SMIL a démontré plusieurs avantages par rapport aux monocouches telles que :
I’amélioration de la stabilité et de I'efficacité de séparation. Ces capillaires de type SMIL ont permis
une séparation et une analyse efficace des protéines basiques (e.g. o-chymotrypsinogene,
cytochrome c, ribonucléase A et lysozyme) par EC et CZE-MS (Graul and Schlenoff, 1999;

Haselberg et al., 2010, 2009) (Figure 2.4.4).
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Figure 2.4.4 : (A) L’analyse d'un mélange de (1) a-chymotrypsinogene A, (2) de ribonucléase A,
(3) de lysozyme et de (4) cytochrome C par CE-MS en utilisant un capillaire SMIL de PB-DS-PB,
(B) Spectres de masse obtenus pour les pics 1, 2, 3 et 4, respectivement (Haselberg et al., 2010)

Récemment, un SMIL innovant & 5 couches a été appliqué avec succés pour l'analyse de
protéines par EC (Bekri et al., 2015; Leclercq et al., 2019). La capacité de plusieurs types de SMIL
composés de 5 couches de polyanions (e.g. poly (acide I-glutamique), poly (acide acrylique), acide
hyaluronique, sulfate de dextran, etc.) et de polycations ((e.g. poly (I-lysine), polybrenne,
diéthylaminoéthyle dextrane, polyallylamine, polyéthyleneimine, etc.) avec des combinaisons
différentes, a séparer un mélange de protéines (lysozyme, B-lactoglobuline, RNAse A, inhibiteur de
la myoglobine et inhibiteur de la trypsine) a été évalué. Les auteurs ont montré que le choix du
polycation et du polyanion constituant respectivement la derniére et I’avant derniére couche jouent
un réle prépondérant dans les performances de séparation de ce mélange de 5 protéines. La
compatibilité de ces SMILs a 5 couches avec la SM a été trés récemment démontrée (Leclercq et

al., 2019).

En conclusion, I’EC est une méthode séparative a haute résolution qui est largement utilisé pour
I’analyse et la caractérisation de protéines et d’Acms (Fekete et al., 2016). Cependant, 1’adsorption

des Acms sur la paroi du capillaire reste un probléme majeur pour leur analyse. C’est pourquoi de
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nombreux revétements sont proposés pour limiter ce phénoméne d’adsorption. Pour les Acms, par
exemple, les revétements cationiques tels que le PEI ou le polybrene sont particulierement
intéressant car ils minimisent efficacement leur adsorption par répulsion électrostatique quand leur
charge globale est positive (Gassner et al., 2013; Jaccoulet et al., 2015). Des protéines
thérapeutiques comme I’interféron-f1 et les Acms, ont été analysés a par EC-MS en utilisant un
revétement cationique PEI (Bush et al., 2016; Giorgetti et al., 2018). D’autres travaux font état de
I’utilisation de capillaires polymériques neutres (e.g. I'hydroxypropylcellulose, PVA) pour I’analyse
de protéines par CZE (Gassner et al., 2013; Lucy et al., 2008; Stutz, 2009). Plus récemment les
analyses d’Acms par EC-MS ont été réalisées en utilisant un revétement neutre de polyacrylamide
(PAA) (Belov et al., 2017; Haselberg et al., 2018). Donc, dans le contexte d’un couplage de I’EC
avec la MS, des revétements statiques, SMILs ou covalents, sont les plus adaptés. Récemment des
revétements a base de copolyméres ont également été proposés (Sola and Chiari, 2012). Nous
reviendrons dans la partie expérimentale sur ces nouveaux revétements. Une approche alternative
basée sur ’ECXEC bidimensionnelle couplée a la MS a récemment été proposée pour caractériser
les variants de charge d’Acm (JooR et al., 2017). Cette approche permet d’obtenir a la fois une
meilleure séparation électrophorétique avec la premiére séparation EC et permet d’améliorer avec
la seconde dimension des informations caractéristiques avec la MS. Ceci pourrait élargir

I’application de la méthode CE-MS dans I’analyse et caractérisation de protéines.
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11.5.  Chromatographie d’exclusion stérique

11.5.1. Chromatographie d’exclusion stérique pour ’analyse de Acms

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) est une méthode de référence pour la
caractérisation des Acms qui permet notamment la détection de la présence d’éventuels agrégats de
petites tailles (Fekete et al., 2014; Hong et al., 2012). La SEC permet également une analyse des
protéines dans des conditions non-dénaturantes limitant ainsi I’impact sur la conformation de la
protéine. Actuellement, la SEC est largement utilisée pour la purification des Acms et pour leur
séparation en trois espéces majeures, les especes de haut poids moléculaire (High molecular weight
species, HMWS) (e.g. petits agrégats tels que les diméres et trimere), la protéine sous sa forme
monomérique, et des especes de faibles poids moléculaire (Low molecular weight species, LMWS)
tels que les fragments. Ceci permet d’utiliser la SEC pour analyser des échantillons stressés
contenant potentiellement des petits agrégats (Ahrer et al., 2003; Diederich et al., 2011, Goyon et
al., 2017d, 2017c, Hernandez-Jimenez 2018, Duivelshof et al., 2019). La SEC est également
employée pour réaliser des études de stabilit¢ d’Acms comme d’autres méthodes
chromatographiques (RP, EIC, HIC) (Hernandez-Jiménez et al., 2018; Telikepalli et al., 2015;
Vieillard et al., 2017). La caractérisation des Acms ainsi que des ADC est de plus en plus réalisée
par SEC couplée a spectrométrie de masse native (native-MS) qui est considérée comme un mode
non dénaturant (Thompson et al., 2014b; Tassi et al., 2018; Ehkirch et al., 2018b; Woodard et al.,
2013a). Celle-ci a également été employée pour étudier les interactions de protéine-antigéne (Ren

et al., 2018) ainsi que la stabilité des Acms (Woodard et al., 2013b).

La SEC sépare les protéines en fonction de leur rayon hydrodynamique (rayon Stokes) dans la
solution. Dans le mécanisme de SEC, la partition est régie, idéalement, par processus entropique
sans phénoméne adsorption entre les molécules et la phase stationnaire. Ce processus

chromatographique peut étre décrit par 1’équation suivant :
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AS°
Ln KD = —T

Kp est le facteur de rétention thermodynamique, AS® est la variation de 1’entropie et R est la

constante des gaz parfaits.

Le volume total VO de phase mobile dans la colonne peut étre décomposé en deux parties : le
volume interstitiel Vi (porosité interstitielle) et le volume Vp des pores (porosité des particules). Vi
représente le volume de phase mobile nécessaire pour transporter une grosse molécule supposée
exclue des pores ; VO (Vi+Vp) correspond au volume nécessaire pour exclure une petite molécule
pouvant rentrer dans tous les pores. Les volumes d’élution Ve sont donc compris entre Vi et Vm.

Pour cela,
Ve= K, XVi+Vp

Lorsque Ve/VO dépasse 1, le comportement des molécules ne suit plus non seulement le
mécanisme d’exclusion stérique, mais il y a également des interactions physicochimiques avec la

phase stationnaire

La séparation des analytes de masses moléculaires différentes permet d’établir une courbe de
calibration qui permettra d’estimer la masse moléculaire de la protéine a caractériser. Dans la région
linéaire de la courbe de Log MW en fonction du Ve, on obtient une meilleure résolution et une
masse exacte. La pente de la courbe dans la partie linéaire est une mesure de la sélectivité de la

phase stationnaire, qui est définie par la relation suivante :
logM =mKp +b

Cependant, lors de 1’analyse des protéines par SEC, la protéine a tendance a interagir avec la
phase stationnaire principalement selon deux types d’interactions : électrostatiques et hydrophobes
(Figure 2.5.1). Ces interactions entrainent une modification du temps d’élution et peuvent altérer la

conformation de la protéine et conduire a une asymétrie de pic trés importante. Les interactions
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électrostatiques sont responsables de deux phénomeénes ; une élution plus rapide lorsqu’il y a
répulsion électrostatique empéchant I’ Acm de diffuser dans le pore, ou une augmentation du temps
de rétention lorsque la protéine établit avec la phase stationnaire des interactions électrostatiques.
Pour prévenir ces phénomenes d’adsorption des protéines ou des agrégats de protéines sur la phase

stationnaire, I’optimisation de la phase mobile est primordiale.
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Figure 2.5.1 : Groupes chimiques présents a la surface des phases stationnaires responsables du

phénomeéne d’adsorption des protéines (Arakawa et al., 2010).

11.5.1.1. Importance de la composition de la phase mobile

L’approche la plus utilisée pour réduire les interactions €lectrostatiques, est d’augmenter la
force ionique de la phase mobile ou la concentration de sels. Idéalement, le pH de la phase mobile
doit étre proche du pl de la protéine, avec une force ionique de 50 a 200 mM, dans laquelle la
protéine est soluble et stable (Fekete et al., 2014). La phase mobile la plus utilisée est composée de
tampon phosphate de 10 a 200 mM avec un pH compris entre 6,0 et 7,2. Le NaCl (e.g. >100 mM)
peut-étre rajouté dans la phase mobile pour reduire les interactions électrostatiques des protéines
avec la phase stationnaire (Arakawa et al., 2010, Kamberi et al., 2004). Cette approche a été employé
avec succes pour ’analyse d’Acm utilisant différents types de colonnes a base de silice telles que la
TSKgel UP-SW3000 (Tosoh), I’acquity BEH 200 (Waters), et 1’AdvanceBio SEC (Agilent).

Néanmoins, une augmentation importante de phosphate ou de NaCl peut entrainer un effet de
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« salting-out » ce qui favorise I’adsorption de protéine a la surface stationnaire par 1’intermédiaire
d’interactions hydrophobes (Arakawa et al., 2010). Ainsi, dans une étude réalisée par Kamberi et
al. portant sur la détection des agrégats d’hormone parathyroidienne, un recouvrement de 78,2%
des agrégats a été obtenu lorsque le NaCl a la concentration de 100 mM a été ajouté (phase mobile
0,1% TFA). En revanche, a la concentration de 600mM de NaCl aucun agrégat n’a été détecté
(Kamberi et al., 2004). L’hypothése d’une augmentation des interactions hydrophobes entre les
agrégats et la phase stationnaire a été proposée pour expliquer ce phénomene. Récemment, Goyon
et al. a démontré qu'une phase mobile utilisant le sel de potassium (e.g. KCI) était plus efficace que
le sel de sodium pour réduire les interactions secondaires possibles entre les diméres d’anticorps-
phase stationnaire ainsi que pour réduire les interactions protéines-sels (Goyon et al., 2017b). Ceci
a été démontré en utilisant 1 ADC (Trstuzumab-emtasine) et 3 Acms (le rituximab, le panitumab et

I’ipilimumab)

Plus récemment, le daratumumab (intact et stressé) a été analysé a 1’aide d’une colonne a base
de particule de silice (advance BioSEC, 300 A, dp 2.7 um, 4,6 x 150 mm) en utilisant une phase
mobile composée de 50 mM de phosphate de potassium et de 250 mM de KCI (pH 6.8)

(Figure 2.5.2) (Duivelshof et al., 2019).
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Figure 2.5.2 : Analyse SEC-UV (A = 280 nm) de daratumumab, (a) intact (bleu), oxydé (vert),
glycated (rouge) deamides (noir) et agrégés (orange). (b) zoom du chromatogramme.
(Duivelshof et al., 2019)
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Les interactions secondaires indésirables en SEC, peuvent également étre réduites en ajoutant
dans la phase mobile des additifs tels que I'arginine. L arginine se lie & la protéine et par conséquent,
réduit les interactions de la protéine avec la phase stationnaire ce qui entraine une amélioration de
la forme des pics des agrégats de protéines. Ceci a été démontré lors de I’analyse de protéines telles
que des Acm murins, 1’activine humaine recombinante ou 1’lL-6 (Ejima et al., 2005; Yumioka et
al., 2010). D’autres acides aminés, la glycine ou I’alanine peuvent également étre utilisés pour

limiter ces interactions (Goyon et al., 2018).

Pour prévenir les interactions hydrophobes, des solvants organiques tels que 1’isopropanol
(IPA), le méthanol (MeOH) ou I’acétonitrile (ACN) peuvent étre ajoutés dans la phase mobile. Le
pourcentage de solvants organiques dans la phase mobile varie généralement entre 5-10% (Fekete
et al., 2014). Ainsi, ’ACN a 10% et a été utilisé pour augmenter la performance de la SEC pour la
détection des agrégats d’hormone parathyroide (Kamberi et al., 2004). Dans 1’exemple présenté ci-
apres, une phase mobile (0.2 KP1/0.25 M KCI, pH 6,95) a laquelle est ajouté 15 % de 2-propanol a
permis d’améliorer I’efficacité du pic d’un anticorps conjugué, le trastuzumab-emtansine (T-DM1)

(Figure 2.5.3) (Wakankar et al., 2011).
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Figure 2.5.3 : Analyse du trastuzumab et du trastuzumab-emtasine par SEC-UV (A =280 nm) : (A)
Phase mobile (0.2 M KPi/0.25 M KCI, pH 6.95), (B) 15% 2-propanol (Wakankar et al., 2011)

Cependant, une augmentation importante de la proportion de solvant organique dans la phase
mobile peut provoquer une altération structurale de la protéine ainsi qu’une dissociation des
interactions non covalente pouvant conduire a une sous-estimation du taux d’oligomeéres dans
I’échantillon analysé. De plus, une contrepression plus importante a cause de I’augmentation de la

viscosité de la phase mobile peut également étre observée (Goyon et al., 2017a).
11.5.1.2. Phases stationnaires

Les premiéres phases stationnaires proposées pour la SEC étaient auparavant a base de
particules de dextran, de gels de polyacrylamide ou de polystyréne-divinylbenzene (Bouvier and
Koza, 2014). Cependant, ce type de phases stationnaires présentaient une faible stabilité mécanique.
C’est pourquoi, des phases stationnaires a base de silice ont ensuite été préférées. Celles-Ci
permettent des séparations sous plus haute pression et peuvent étre employées avec une plus grande

variété de phases mobiles. En ce qui concerne les protéines, les phases stationnaires a base de
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particules de gel de silices poreuses sont les plus adaptées. Cependant, les protéines sont susceptibles
d’établir des interactions électrostatiques avec les silanols. Aussi, les silanols peuvent étre substitués
notamment par des silanes (Engelhardt and Ahr, 1981). Les plus fréquents sont des groupements
silanols substituées par les groupes 1,2-propanediol qui rendent la surface plus hydrophile. Ce sont
les colonnes SEC les plus utilisées pour I’analyse de protéines et de leurs agrégats (Brusotti et al.,
2017). Les colonnes a base de silice non substituées peuvent également étre employées. Cependant,
leur utilisation n’est pas recommandée lors que des phases mobiles aqueuses sont utilisées pour

I’analyse comme c’est le cas pour les Acms.

Plus récemment des colonnes a ponts d’éthyléne hybride organique — inorganique (BEH) ont
été proposées. Celles-ci sont constituées de silice et d’organosiloxanes qui forment des polymers
poly-ethoxyoligosilane. Celles-ci présentent une meilleure stabilité chimique ainsi qu’une réduction
de P’activité des silanols résiduels (Fekete et al., 2014; Howard G. Barth, 2012). Cette colonne a
permis I’analyse par SEC-UV d’un mélange d’IgG (IgG 1 et IgG 2) modéles, intacts, soumises a un

stress (agitation), ou digérées par 1I’IdeS (Figure 2.5.4) (Woodard et al., 2013b).
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Figure 2.5.4 : Analyse par SEC-UV d’un mélange d’anticorps (A) intacts (noir), et aprés 1h (bleu),
4h (rouge) d’agitation et aprés digestion par IdeS. Conditions d’analyse : BEH200 SEC (1.7 pum,
4.6 X 150 mm). Phase mobile 25 mM acétate d’ammonium, 5 % ACN, pH 5,2 (Woodard et al.,
2013b)

Un autre parametre important pour améliorer 1’efficacité des séparations est la porosité des
colonnes qui, a I’heure actuelle, peut-étre augmentée jusqu’a (80-90%). La taille des pores dans les
particules est également importante en SEC. Pour la caractérisation des protéines le diamétre des
pores doit &tre compris, entre 150 — 500 A, ce qui permet d’analyser des biomolécules de quelques
kDa a plus de 1000 kDa donc la séparation des monomeres des petits agrégats aux stades précoces.
Par exemple, une colonne BioSec Agilent 3 — 300 A peut étre utilisée pour analyser des protéines
de masses molaires allant de 5 a 1250 kDa. Ainsi, une colonne BEH SEC dont les particules
présentent des pores de 450 A a la capacité d’analyser des protéines de 100 kDa a 1500 kDa, ce qui

rend la colonne adaptée pour separer des agrégats et de la forme monomeérique d’une protéine.
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Concernant le diamétre des particules, des colonnes constituées de particules de 5 a 10 um de
diametre ont tres longtemps été utilisées en SEC jusque dans les années 2000. Actuellement, pour
la plupart, les fournisseurs proposent des particules de 2.7 a 3 um de diamétre (e.g. BioSec 3um,
Agilent) ou méme inférieurs a 2 um (e.g. BEH200 1,7 um, Waters ; TSKgel UP-SW3000 2,0 um,
TOSOH, Yarra X-150 1,8 um, Phenomenex). Ces nouvelles générations de colonne SEC permettent
de réduire la hauteur équivalente en plateau théorique (HEPT), et par conséquent, d’améliorer
significativement la performance de séparation et de réduire le temps d’analyse (Goyon et al.,
2017a). Néanmoins, la contrepression est également plus importante, pouvant provoquer la
production d’artéfacts lors de I’analyse des agrégats de protéines (Fekete et al., 2013). Ces colonnes
dont le diamétre des particules est inférieur a 3 um, sont également de dimensions réduites (4.6 mm
x 150 mm) par comparaison avec des colonnes de SEC conventionnelles (7.8 mm x 300 mm). Il a

été montré qu’elles permettent en UHPLC une analyse plus efficace d’Acms.

11.5.1.3. Détection

Le mode de détection couplé a la SEC pour I’analyse des protéines le plus utilisé est la détection
UV. Les longueurs d’onde de 210, 214 ou 220 nm sont utilisées pour mesurer 1’absorbance des
liaisons peptidiques, tandis que celles de 270, 275 et 280 nm mesurent spécifiquement I’absorbance
des acides aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine, phénylalanine). Concernant la détection des
protéines, notamment les Acms, la longueur d’onde la plus couramment utilisées est 280 nm

(Figure 2.5.3)

La détection par fluorescence, permet d’améliorer la sensibilité et la sélectivité en utilisant la
fluorescence intrinséque de la protéine (Diress et al., 2010). La fluorescence des protéines est
généralement observée a une longueur d'onde d'excitation de 280 nm a 295 nm avec une émission
maximale entre 300 et 370 nm. Elle est principalement liée au tryptophane. L’émission maximum

va dépendre de la conformation de la protéine et des propriétés physico-chimiques de la phase
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mobile. La protéine peut étre également marquée par un fluorophore, ce qui permet d’augmenter la

sensibilité de 1’analyse (Fekete et al., 2014).

D’autres travaux ont montré 1’intérét du couplage de la SEC avec une détection basée sur la
diffusion de la lumiere émise par un laser (Multi angle light scattering ou MALS) pour la
caractérisation de protéines ou de petits agrégats. La détection de type MALS est largement utilisée
pour déterminer I'homogénéité, la steechiométrie et la masse moléculaire de complexes proteiques.
Un couplage de la SEC avec une détection MALS peut fournir des informations sur la forme, la
taille et la polydispersité des protéines apres leur séparation dans la colonne (Wen et al., 1996; Ye,
2006). De plus, la mesure de la masse moléculaire par MALS est indépendante du temps d'élution
ce qui permet d’éviter des erreurs d’interprétation quand par exemple les protéines sont glycosylées.
Ce couplage, SEC-MALS a été employé pour identifier et quantifier des protéines (e.g. B-
lactoglobuline, a-lactalbumine, BSA) (Wang and Lucey, 2003). Cette méthode a également été
utilisé pour caractériser un anticorps thérapeutique le bevacizumab soumis a un stress (agitation).
(Hartmann et al., 2004a; Oliva et al., 2014). D’autres expériences, ont montré que des especes de
haut poids moléculaires constituées de deux 1gG4 (2 isoformes, mAb A et mAb B) ont ainsi été
isolées par une SEC semi-préparative aprés concentration par ultra filtration. Le couplage avec une
détection MALS a permis de montrer la formation d’isoformes de hauts poids moléculaires, i.e.
dimere et 1,7mers pour le mADbA et dimére et tétramére pour le mAbB (Doss et al., 2019).

D’autres auteurs ont montré que la SEC-MALS pouvait étre combinée avec autres détecteurs ;
a réfractometre, mesurant I’indice de réfraction (IR), ultraviolet (UV) et viscosimétre (1V)
permettant ainsi une caracterisation précise et compléte des 1gGs (e.g. la concentration, la masse

moléculaire, la taille hydrodynamique, etc.) (Hartmann et al., 2004b).
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11.5.2. Couplage SEC-MS et SEC-IMS-MS

La spectrométrie de masse (MS) présente un grand intérét car elle permet d’obtenir des
informations sur la masse moléculaire de la protéine ainsi que sur la conformation tri-
dimensionnelle de la protéine notamment en mode « natif » (Leney and Heck, 2017). Cependant, il
est difficile de coupler la SEC avec ESI-MS en utilisant des phases mobiles conventionnelles en
raison de leurs concentrations élevées en sels non-volatils (e.g. phosphate, sodium, potassium, etc.).
Celles-ci vont entrainer une suppression d’ions et contaminer la source d’ionisation ESI. C’est
pourquoi, une phase mobile a pH acide utilisant 1’acide formique ou I’acide acétique qui sont volatils
doit étre utilisée pour I’analyse d’anticorps monoclonaux par spectrométrie de masse. Des travaux
ont montré que 1’on pouvait analyser des anticorps monoclonaux modéles par approche top-down

MS traditionnel en mode dénaturant (Figure 2.5.5) (Lazar et al., 2005; Liu et al., 2009).

Cependant, 1a phase mobile a pH trés acide va altérer la conformation de I’anticorps ainsi que
I’intégrité de la phase stationnaire. C’est pourquoi, I’utilisation d’une phase mobile a pH neutre
serait préférable car cela préviendrait la dénaturation des protéines analysées, notamment pour
I’approche native-MS (mode dit non-dénaturant). Or les sels volatiles tels que le formiate
d'ammonium, I’acétate d'ammonium, le bicarbonate d’ammonium ou la triméthylamine & des forces
ioniques compatibles avec la MS exercent difficilement leur pouvoir tampon a pH neutre compte
tenu de leur pKa (3,75 ; 4,76 et 11,01 pour l'acide formique, lI'acide acétique et triméthylamine,
respectivement). Le bicarbonate d’ammonium (pKa 6,35) semble étre le composé le plus adapté
pour I’obtention d’un tampon a pH neutre, toutefois, il a été montré que le bicarbonate d’ammonium

provoquait une dénaturation artificielle des Acms pendant 1’ionisation ESI (Hedges et al., 2013).
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Figure 2.5.5: Analyse par SEC-MS d’anticorps stressés antibody-A. (a) Total ion current de
I’anticorps aprés une incubation a pH 10, 40 °C pendant 5 jours. (b) spectrométre de masse

déconvolué des pics a, b et c. (Liu et al., 2009)

Des travaux ont montré que 1’approche SEC-native MS est une technique performante pour
étudier les conformations de protéines, non dénaturées ou dénaturées par exemple. La MS couplée
a la SEC fournit une 2° dimension de séparation qui permet d’obtenir non seulement des
informations sur le temps de rétention, mais aussi la distribution de charges (Figure 2.5.6). Cette
approche a également permis de montrer la formation d’oligoméres. Ainsi, des travaux réalisés par
SEC couplée a la native MS ont montré qu’il était possible de détecter dans une solution de BSA la
présence de de monomeres, dimeres et triméres ainsi que la présence de monomeres partiellement

dénaturés (Muneeruddin et al., 2014).

60



Figure 2.5.6 : Repréesentation schématique du couplage SEC-native MS (Muneeruddin et al., 2014)

La SEC-MS a également été employée pour étudier la cinétique d’interaction entre une protéine
et une petite molécule (e.g. anhydrase carbonique et acétazolamide) (Bao et al., 2014) ou I’affinité
de proteine-ligand (e.g. Indoleamine 2,3-dioxygénase et ses ligands) (Ren et al., 2018). Cependant,
d’une part, la SEC-native MS, du fait notamment de 1’utilisation de sels volatils et de ’analyse des
protéines a des pH proche de 7,0 présente une sensibilité plus faible par rapport a une méthode
conventionnelle ESI-MS en raison de I’ionisation moins importante. D’autre part, Goyon et al. a
démontré que la performance de I’analyse (e.g. forme du pic chromatographique) était impactée lors
de I’utilisation de la phase mobile volatile d’acétate ammonium 100 mM (Goyon et al., 2017d). En
effet, il a observé que le pic principal correspondant a I’anticorps monomérique est asymétrique
lorsqu’il est analysé a 1’aide d’une phase mobile volatile par rapport a une phase mobile utilisant un
tampon phosphate. De plus, il important de noter que les agrégats d’anticorps ont une tendance plus
importante a interagir avec la surface stationnaire par rapport aux monomeres. Ceci peut entrainer
une sous-estimation de la concentration d’agrégats a cause de 1’adsorption d’agrégats a la surface

stationnaire.

Différentes approches ont été proposées pour s’affranchir des inconvénients présentés ci-dessus
par la SEC-MS. Plusieurs méthodes ont été proposées telles que la SEC couplée hors ligne a la

spectrométrie de masse (Haberger et al., 2015b; Kikrer et al., 2010) ou la SEC bidimensionnelle
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(SEC x SEC) (Ehkirch et al., 2018a). En effet, dans une premiére dimension, la SEC conventionnelle
utilisant une phase mobile non volatile permet d’avoir une bonne performance dans la séparation de
protéines. Dans la deuxieme dimension, la SEC utilisant une phase mobile volatile permet
d’effectuer un dessalage préalable avant I’analyse MS. En conséquence, le couplage bidimensionnel
de ces 2 techniques a permis une quantification et une caractérisation d’ Acms thérapeutiques soumis

a un stress.

En ce qui concerne le couplage de la SEC avec la mobilité ionique (IMS), le potentiel de cette
méthode a été montré dans I’analyse des d’Acms intacts (Ehkirch et al., 2018b; Ren et al., 2018).
En effet, celle-ci a permet d’obtenir des informations structurelles tels que les variants de tailles

d’Adalimumab (Ehkirch et al., 2018a).

En conclusion, la méthode SEC est une méthode de choix pour I’analyse des anticorps. Elle
a été I’objet de de nombreux développements portant sur la phase stationnaire. Le couplage SEC-
UHPLC a permis d’augmenter 1’efficacité des analyses d’ Acms. Cette technique présente I’avantage
de pouvoir étre couplée a plusieurs mode de détection, UV, fluorescence, MALS, par exemple. Le

couplage SEC- « native MS » permet d’apporter des informations quant a la conformation de I’ Acm.
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PARTIE Ill: RESULTATS

1.1 Intérét de la CZE-native MS pour P’analyse et la caractérisation d’Acms

thérapeutiques

Dans ce premier chapitre expérimental, une méthode d’EC couplée a la spectrométrie de masse
(ESI-QTOF) en mode natif a été développée pour analyser des Acms thérapeutiques dénaturés ou
non. Cette étude a été réalisée dans un contexte de controle qualité des Acms. L’objectif étant de
pouvoir détecter dans une préparation d’Acms reconstitués a 1’hopital, la présence éventuelle
d’anticorps dénaturés présentant des modifications conformationnelles. En effet, la dénaturation de
ces Acms peut ; (i) entrainer une altération des propriétés thérapeutiques des Acms, (ii) conduire a
la formation de dimeéres responsables d’immunogénicité. Aussi, cette dénaturation ainsi que la
dimérisation des Acms peuvent étre considérés comme des « attributs de qualité » critique pour la

qualité des Acms thérapeutiques.

Aussi, notre objectif était de développer une méthode permettant de séparer et d’identifier les
différentes espéces (natives, dénaturées, ou dimeres) pouvant étre présentes dans un échantillon
d’Acms potentiellement dégradés avant leur administration aux patients. Les Acms étant des
protéines susceptibles d’interagir avec la surface des capillaires, il était nécessaire d’utiliser un
revétement pour prévenir le phénoméne d’adsorption des protéines pouvant altérer la résolution

entre les différentes espéces.

L’Infliximab a été choisi comme Acm modele pour le développement de cette méthode.
Auparavant, lors d’études précédentes, réalisées au laboratoire, 1’intérét des revétements
dynamiques cationiques comme le polybrene pour 1’analyse CZE des Acms thérapeutiques formulés
a été mise en évidence par Jaccoulet et al. (2015). Celui-ci a permis la séparation et la détection
d’un mélange complexe de 4 Acms thérapeutiques par CZE-UV. Cependant, une adsorption

résiduelle pouvant subsister, nous avons testé la capacité d’un revétement multicouche a séparer les
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différentes especes présentes dans un échantillon préalablement soumis a un stress. Pour cela, un
revétement, adapté des travaux de Haselberg et al. (2010), constitué, a 1’aide d’interactions
électrostatiques, de couches successives de Polybrene (+) / Dextran Sulfate (-) / Polybrene (+) a été
testé. Ce revétement a permis de séparer un mélange complexe de a-chymotrypsinogene A,
ribonucléase A, lysozyme and cytochrome c, et le couplage a la spectrométrie de masse a permis

d’identifier des produits de dégradation du lysozyme.

Dans la premicre partie de cette étude, une analyse de I’infliximab (1 mg/mL) par CZE-UV

utilisant ce revétement a été réalisee (Figure 3.1.1).
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Figure 3.1.1 : Analyse de I’infliximab (1 mg/mL) par CZE-UV.

Conditions expérimentales : Capillaire PB-DS- PB (50 um x 60 cm), Tampon Phosphate 75

mM, pH 3, Voltage appliqué -12 kV, 20°C, A = 214 nm.

Nous avons ensuite analysé un échantillon d’infliximab soumis ou non a un stress en utilisant la
méthode CZE présentée couplée a la spectrometrie de masse en mode « non dénaturant » avec une
interface « sheath liquid ». Dans un premier temps, I’influence du pH du tampon d’analyse a été
étudié. Les parametres de spectrométrie de masse ont également été optimises. La méthode

d’analyse ainsi développée, dans des conditions presque « physiologiques », a été appliquée a un
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¢échantillon d’Infliximab soumis ou non a un stress. Le stress utilisé était le stockage a long terme
(> 6 mois) a 4 °C. Ces mémes échantillons ont également été analysés par microscopie de force
atomique afin de vérifier que les dégradations physiques ou les diméres observés n’étaient pas
générés par les conditions expérimentales de la spectrométrie de masse. L’intérét d’une approche

middle-up pour approfondir le mécanisme de dimérisation a également été évaluée.
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Abstract:

Therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) are complex glycoproteins and ensuring their
safety, efficacy and quality is still challenging. Indeed, during their manufacturing process, they are
exposed to several stresses that can lead to their denaturation, misfolding or dimerization. We report
here a new method based on capillary electrophoresis coupled to native mass spectrometry (MS)
with a sheath liquid interface to analyze an intact therapeutic mAb, Infliximab, under non-
denaturing conditions that preserve its conformational heterogeneity as well as self-association
without inducing further unfolding / denaturation. For capillary zone electrophoresis (CZE)
separation, a triple layer coating using polybrene-dextran sulfate-polybrene was employed. A sheath
liquid composed of isopropanol - water - acetic acid with a flow rate of 10 uL.min"* and mild MS
conditions allowed optimal signal intensities. A specific mass spectrum was obtained for each
Infliximab conformation in a “stressed” formulated preparation. This is the first time that within a
single analysis different conformational states, i.e. native and unfolded monomers as well as dimers
are simultaneously detected. The results and the lack of analytical bias arising from the CZE-MS
conditions were confirmed by using atomic force microscopy (AFM) as an orthogonal technique. A
middle-up approach combined to CZE-MS analysis of the stressed samples suggested that the dimer

formation involved mostly Fab-Fab interactions.
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Highlights

- Intact therapeutic mAbs analyzed by CZE- mass spectrometry under native conditions.
- Simultaneous detection of the different folded, unfolded or dimer forms in a single analysis.

- Involvement of Fab region in dimer formation was demonstrated by CZE-MS

79



11.1.1. Introduction

Therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) are one of the key topics in pharmaceutical industry
with an important growth rate, especially in cancer and chronic inflammatory therapies [1]. The
success of these biopharmaceuticals is related to their capacity to specifically interact with their
target with relatively low adverse effects [2]. However, mAbs are complex glycoproteins with a
wide range of potential microheterogeneities leading to significant challenge to ensure their safety,
efficacy and quality from their manufacturing, storage until finally patient administration. Indeed,
during their manufacturing and storage, mAbs are exposed to several stresses such as extreme pHs,
high temperatures, light exposure, mechanical agitation or contact with various surfaces and
materials. Such exposures can alter mAbs conformation, leading to their misfolding, denaturation,
dimerization and aggregation. These generated conformational variants can potentially induce
immunogenicity and impact mAbs efficacy and safety [3,4]. This type of structural variants, which
appear besides charge, glycosylated, truncated, glycated variants are also classified as product
variants and can be considered as critical quality attributes that could influence mAbs toxicity,

immunogenicity, efficacy and their mechanism of action.

An extensive literature has reported analytical approaches to assess charge and size variants of
mADbs as part of their quality control and stability evaluation [5-7]. Many studies have been devoted
to small oligomer detection (e.g dimers, trimers) in mAbs preparation using SEC [8]. However, the
detection of denatured mAbs is still difficult. Indeed, unfolded or misfolded forms are prone to self-
association with the possibility to form dimers and small size oligomers inducing in vivo
immunogenicity. To detect these specific mAbs impurities (conformers and dimers), bottom-up and
middle-up approaches are precluded. Only native and mild analytical conditions can preserve weak
non-covalent assemblies. Native mass spectrometry (MS) was introduced for the first time in 2004
as one of the emerging approaches able to address this challenge [9]. The term “native MS” could

refer nowadays to conditions that maintain mAbs in their original folded or unfolded state prior to

80



MS analysis and also as much as possible during MS process (Leney and Heck 2017) [10]. Since
only two years, a few liquid chromatography (LC) methods hyphenated to native MS and applied
to IgG or therapeutic mAbs have been proposed [11]. Detecting non-covalent oligomers when using
MS can indeed constitute a real challenge. Other approaches used Size Exclusion Chromatography
(SEC) coupled to off-line native MS to allow both identification and quantification of size variants
such as dimers, trimers and tetramers of a model bispecific antibody [12]. Ehkirch et al. developed
recently an on-line coupling of SEC to native ion mobility spectrometry (IMS) IMS-MS to analyze
pH-stressed trastuzumab which provided information on the monomeric mAbs and also on small
oligomers [13]. SEC hyphenated to multi-angle scattering (MALS) is also a reliable method widely
used to detect and separated small oligomers [14]. Although, LC-MS/MS and SEC-MALS can
provide information about mAbs size variants (e.g. small oligomers), no conformational
modifications such as denaturation or misfolding of mAbs have been detected yet by these

approaches.

Besides these techniques, capillary zone electrophoresis (CZE) hyphenated to native-MS
combining high separation efficiency and mass selective detection has recently attracted attention.
Indeed, a recent interlaboratory study, composed by 13 independent laboratories (academic and
private companies), evaluate the robustness of CE-MS for peptide mapping. The statistical
evaluation, following 1SO 85725-2 guidelines, showed that CE-MS method was robust, allowing
thereby its transfer to multiple laboratories [15]. CE can be employed under mild conditions, without
organic solvent, which is of particular interest to study conformers and small non-covalent
oligomers. In addition, very few works on intact therapeutic mAbs analysis by CZE-MS have been
reported until now [16-20]. Han et al. developed a CZE-MS with a sheath liquid (SL) interface
method to analyze a non-therapeutic mAb, 1gG1 but this protein was modified before analysis by
reduction and deglycosylation [17]. Moreover, the denaturing conditions employed for mAbs (by

using an acidic buffer) were not compatible with the preservation of the initial states of mAbs. More
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recently, two sheathless CZE-ESI-MS methods were developed to analyze intact commercial mAbs.
These studies allowing an efficient characterization of mAbs glycoforms were performed under
denaturing conditions [20,21]. A pioneering approach relying on sheathless CZE- native MS has
been recently proposed to analyze one therapeutic mAb (trastuzumab) under native conditions
[22,23]. This method revealed the presence of monomers and traces of dimeric species. The origin
of the dimer species was not explored, and no evidence was provided to demonstrate that the
dimerization process did not occur during the MS experiments. To our best knowledge, no CZE-
native MS method allowing the simultaneous detection of different intact mAbs states (folded,

unfolded and dimers) in a formulated therapeutic mAbs has been proposed until now.

In this study, we investigated on-line CZE-native MS with, this time, a SL interface to analyze
and detect simultaneously in one commercial stressed mAb (infliximab) the native forms as well as
all the monomeric conformers that could be considered as product impurities (unfolded, misfolded,
partially folded) together with small oligomers. For this purpose, we investigated non-denaturing
conditions which (i) favor electrospray ionization efficiency, (ii) increase mAbs protonation, (iii)
minimize mAbs adsorption on the capillary while preserving the original state of the mAbs. A triple
layer coating proposed by Haselberg et al. for CZE-MS of basics proteins was exploited, for the
first time for mADbs [24]. The nature of the dimer association was also investigated by CZE-MS
employing a middle-up approach. An orthogonal method, atomic force microcopy (AFM) was

employed to verify that the oligomers observed in CZE-MS were not generated in the MS source.
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11.1.2. Materials and methods

111.1.2.1. Materials

Polybrene 94% (Hexadimethrine bromide) (PB), dextran sulfate sodium salt (M.W. ~ 200 000)
(DS), sodium chloride and sodium di-hydrogenphosphate, hydrochloric acid, sodium hydroxide (all
reagent grade) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Ultrapure water,
methanol, iso-propanol, acetonitrile, 100 % acetic acid and 25% ammonium hydroxide (v/v) (all
MS grade) were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). USP grade solutions as sterile water
for injection and 0.9% NaCl solution were provided by Laboratoire Aguetttant (Lyon, France) and
Fresenius Kabi France (Sévres, France), respectively. FabRICATOR (ldes) was purchased from
Genovis AB (Lund, Sweden). The Remicade (Infliximab) was purchased from Janssen Biologics

B.V. (Leiden, The Netherlands)

Coating solutions and rinsing solution for AFM experiments were prepared with milli-Q water
using a Direct-Q3 UV purification system (Millipore, Milford, MA, USA). The 0.2 um nylon filter

was obtained from VWR (Radnor, PA, USA).

111.1.2.2. Apparatus

111.1.2.2.1. CZE-MS

CZE-MS experiments were performed using a 7100 Agilent capillary electrophoresis and ESI-
QTOF 6540 mass spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A 60 cm silica
capillary (i.d. 50 pum) was used. CZE-MS coupling was performed using a co-axial SL electrospray
interface from Agilent Technologies. Mass Hunter B.07.00 software was employed to analyze the

MS data.
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111.1.2.2.2. AFM

AFM experiments were performed using a Nanowizard® Ultraspeed AFM (JPK instruments,
Berlin, Germany). The samples were deposited onto a muscovite mica grade V1 (Ted pella,
Redding, CA, USA). Gold coated silicon cantilevers PPP-NCH-AuD (Nanosensors, Neuchatel,
Switzerland) with a spring constant of ~ 42N m™ and a tip curvature radius of ~ 10 nm were

used. Data acquisition was carried out manually using JPK Data Processing software.

111.1.2.3. Methods

111.1.2.3.1.  Preparation of native and stressed Infliximab

Reconstituted infliximab was prepared according to manufacturer guidelines of Remicade.
Infliximab lyophilized powder was diluted in sterile water for injection to obtain a concentration
of 10 mg.mL™. The solution was then diluted in 0.9% NaCl solution (under aseptic conditions)
to obtain a concentration of 1 mg.mL™ (6.7 uM) or 2 mg.mL-1 (13.4 pM). The solution was
finally dialyzed for 1 hour using a 10 kDa molecular weight cut-off Slide-A-Lyzer cassette
(Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA) against 10 mM ammonium acetate buffer pH 6.5 at
4°C. The dialyzed solution was immediately analyzed. Stressed mAbs were prepared by storing
reconstituted infliximab (2 mg.mL™?) at 4°C for 6 months (protected from light). This stress has
been chosen to reproduce conditions encountered during a long-term storage in hospitals. We could
have chosen harsher and faster stress, but as the physical degradation pathway depends strongly on

the nature of the stress, this would have led to different conclusions.
111.1.2.3.2.  Capillary coating procedure

The fused-silica capillary was preconditioned by flushing 10 min at 50 psi with successively
1M HCI, 1M NaOH, MeOH, 0.1 M NaOH and deionized water. A triple layer cationic coating based
on PB-DS-PB was adapted from the protocol described by Haselberg et al. [24]. Solutions of 10%

w/v PB and 3% wi/v DS in deionized water were freshly prepared and filtered through a 0.2 pum
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nylon membrane before the coating process. To ensure a good coating stability, the polymer solution
rinse times were extended to 30 min at 10 psi, and 60 min incubation was performed after each
polymeric solution flushing. The triple layer was prepared only once, and capillary wall was not re-

coated before every single run as preconized by Haselberg et al. [24].
111.1.2.3.3. CZE-MS

Analysis of mAbs were performed on the triple coated capillary. Hydrodynamic injection was
performed at 1.44 psi for 20 s (4.3% of capillary volume). The separation was performed using a 40
mM (ionic strength) ammonium acetate solution at pH 6.0 as BGE (buffer capacity 4.2 mmol.L
! pH). The separation voltage was -12kV and the capillary temperature was set at 20 °C. Between

runs the capillary was rinsed with the BGE at 13.7 psi for 5 min.

The SL was a mixture of water-isopropanol-acetic acid 50:50:0.1 (v/v/v), delivered at a flow-
rate of 10 uL min. The positive ionization mode was chosen using an ESI voltage of 3500 V.
Nebulizer pressure was set at 10 psig. Flow and temperature of sheath gas (N2) were set at 6 L min°
1 and 150 °C, respectively. A drying gas temperature of 200 °C and flow (N2) at 8 L min™ were
employed. The nozzle voltage was set at 2000 V. For the detector parameters, the micro-channel
plate value was set at 900. Profile mass spectra were collected from 2000 to 10000 m/z and a pusher

rate of 2 GHz. The acquisition rate employed was 0.4 spectrum s,
111.1.2.3.4. AFM measurements

Fresh and storage-stressed Infliximab samples were diluted in deionized water to obtain a
concentration of 2 pg.mL™2. 100 pl of 2 pg. mL* Infliximab were deposited onto freshly cleaved
mica substrates and left to incubate for 1 to 2 minutes. Afterwards, the substrates were gently
rinsed with 200 ul of ultrapure water and dried under nitrogen stream. The AFM imaging of
antibody samples was performed at room temperature (20 + 1 °C) and ambient humidity (RH ~

35%) using an hydrophilic surface (mica) without any special control in amplitude modulation

85



AFM (AM-AFM) in attractive regime [25,26] by applying low force settings [27] (90-95% of
the free amplitude A ~ 20nm). In AFM modulation, the tip-surface distance regulation was
performed to maintain constant the amplitude to a precise set-point. Samples imaged in this way
are not “dried” since they are coated with a thin water film, which can leave biomolecules in a
hydrated state as demonstrated recently in our AFM study of amyloid fibrils [28]. We can
reasonably assume that what is observed on these wetted surfaces is close to what happens in

solution.

For each sample, at least three different substrates at three different spots were
systematically imaged at high resolution (2 um X 2 ym, or 1 pm x 1 um, 1024 x 1024 pixels) by
AFM and their morphology (height and width) was analyzed manually with the JPK Data
Processing software using the line profile measurement option. For determination of the lateral
dimension of monomeric antibodies, the widths were measured manually at the full width at half

maximum to reduce the tip convolution.
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11.1.3. Results and discussion

111.1.3.1. Method development

The most important challenge to detect mAbs monomeric folded forms or dimers is to select:
(1) non-denaturing separation and ESI conditions to maintain mAbs in their native or original state,
(ii) sheath-liquid composition leading to the optimal detection sensitivity and mAbs ionization, (iii)
mild MS parameters to prevent in-source dimers/oligomers dissociation, monomers association as

well as unfolding or denaturation.

To reduce as much as possible the mAb adsorption onto the capillary wall, a triple layer coating
(PB-DS-PB), adapted from Haselberg et al. has been employed for the CZE separation [24]. In
addition, the high electroosmotic flow induced by this cationic coating allowed mAbs migration
without any additional pressure which would be detrimental to the analysis performances. We first
optimized the BGE to analyze dialyzed reconstituted Infliximab. Under acidic and neutral
conditions, a broad peak was observed (Figure 3.1.S1 A-F). Deconvolution spectra showed a main
molecular mass of 149096+109 Da, which is in agreement with the theoretical molecular mass of
Infliximab. Figure 3.2 compares the MS spectra of dialyzed Infliximab at various BGE pHs. Using
acidic BGEs (40 mM formic acid pH 1.8; 40 mM acetic acid pH 3.0 and 40 mM ammonium acetate
pH 4.0), Infliximab displayed a bimodal MS spectrum. At pH 1.8, the first envelope has a charge
state distribution centered at 40+ and a wide mass range (2500-5500 m/z) whereas the second one
exhibits a charge state distribution centered at 23+ and a narrower mass range (5500 to 7000 m/z)
(Figure 3.1.2 A). These results are in agreement with previous studies showing by ESI-MS that the
decrease of the pH to 2.6 in solution, generated for proteins like cytochrome C, a higher charge state
distribution with a bimodal distribution corresponding to two co-existing forms; unfolded and
folded [29]. Parallelly, these authors demonstrated by complementary techniques (fluorescence,
circular dichroism and absorption spectroscopy) that acidic conditions (pH 2.6) induced

denaturation of the cytochrome C through the breakdown of the secondary and tertiary structure.

87



Acidic pHs are known to induce higher protonation of proteins. Protonation and unfolding are likely
to be intricated. Considering that for a given native protein with a molecular mass M, the theoretical
maximum charge state (Z) can be evaluated as Z = 0.079 x M2 [30], we estimated that for the native
mADbs this value was 30+. The charge state of the second signal could correspond to the folded
native mAbs. Indeed, folded mAbs exhibit a small number of charges on its surface, and this is also
accompanied by narrower distribution of charge states. The first signal corresponded rather to a
fully unfolded mAbs. Indeed, when mAbs is fully unfolded, it exposes more sites to protonation
leading to a high charge state distribution with a wide mass range in the mass spectrum. Higher
protonation of a “folded” forms solely should probably not induce a so important charge state shift.
In addition, the fact that two forms are co-existing on the MS spectrum argues for the presence of
coexisting unfolded and folded forms. At pHs 3.0 and 4.0, the first signal exhibited a distribution
shift to higher m/z values compared to pH 1.8 (from 40+ at pH 1.8 to 34+ at pH 3.0 and pH 4.0)
(Figures 3.1.2 B-C) and also a decreased signal intensity, probably due to partial unfolding of the
mAb. At pH 4.0 this partial unfolded form exhibited an extremely low signal. The second signal,
corresponding to native monomer, was increased from pH 3.0 to pH 4.0. At pH ranging from 5.0 to
7.0 (BGE 40 mM ammonium acetate) (Figures 3.1.2 D-F), only one envelope related to the folded
mADbs was observed. These results confirm that the high charge state distribution observed at acidic
pHs corresponds to a partially unfolded or totally denatured mAbs as previously described by

Sousa et al. [31].
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Figure 3.1.1: MS spectra of dialyzed Infliximab (2 g L) obtained by CZE-ESI-MS using different
BGE pHs (A) 40 mM formic acid pH 1.8; (B) 40 mM acetic acid pH 3.0; and 40 mM ammonium
acetate (C) pH 4.0, (D) pH 5.0, (E) pH 6.0, and (F) pH 7.0.

CE conditions: PB-DS-PB capillary (50 um x 60 cm), -12 kV, 20°C

MS conditions: drying gas. 200 °C — 8 L min', sheath gas 150°C — 6 L min™, nebulizer pressure 10
psig, transferred capillary, nozzle, fragmentor and skimmer voltages were set at 3500 V, 2000 V,
300 V and 200 V, respectively; Sheath liquid: 10 uL min, IPA/water/acetic acid 50:50:0.1 (V/v/v).

We also observed that the signal intensity was slightly reduced, when BGE pHs raised from 5.0
to 7.0, close to Infliximab pl (7.6), probably due a small reduction of ionization efficiency and an
increasing background noise. We compared two different types of BGE ammonium acetate and
ammonium bicarbonate (40 mM ionic strength, pH 6.0). Results showed similar CE-native MS
spectra for both buffers. However, it is important to note that ammonium bicarbonate potentially
favor protein unfolding during ESI process [32]. Consequently, for all the following CZE-MS
experiments, a BGE at pH 6.0 composed of 40 mM ammonium acetate was chosen as a compromise
between the signal intensity and the preservation of native conditions. In this condition, the coating
stability was assessed. An excellent repeatability of Infliximab migration times was obtained with

RSD below 0.64 % (n = 8) for CZE-MS (Figure 3.1.S1 G).
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We then investigated the impact of the SL composition and flow rate on the ionization behavior
of Infliximab using direct infusion in order to enhance the sensitivity of MS while preventing
denaturation or self-association [33]. To favor sensitive detection of mAbs, SL containing both acids
and organic solvents are generally preferred as they allow maximum protonation of the amino acid
ionizable groups. First, the influence of different solvents, acetonitrile, methanol and isopropanol
(IPA) has been compared. For this purpose, we employed for SL a solvent/water ratio of 50:50 v/v.
As expected, methanol and acetonitrile induced Infliximab denaturation, leading to the detection of
the envelope corresponding to the unfolded mAbs (Figure 3.1.S2). In contrast, IPA did not induce
any denaturation. Therefore, different ratios of IPA/water have been tested from 10:90 to 70:30
(v/v). The highest signal intensity for the native Infliximab was obtained for IPA/water ratios
between 50:50 to 70:30 (v/v), and no unfolded form was observed in these conditions, despite the
high content of IPA. Therefore, SL containing 50% of IPA has been employed in the following
experiments. The influence of acidic additives (acetic and formic acids) in the SL was also tested at
different proportions to further increase the signal intensity. Experiments showed that the detection
sensitivity was improved and no mAbs unfolding was observed by using a SL containing 0.1%
acetic acid in IPA/water 50:50 mixture. As the major drawback of SL is related to sample dilution
effect, several flowrates from 1 to 20 puL min™ have been tested. The signal intensities linearly
increased with flow rates ranging from 1 to 10 pL min* and then attained a plateau. However,
Infliximab denaturation was observed at flow rates over 15 uL min (Figure 3.1.52). To explain this
phenomenon, two hypotheses could be proposed. First, a higher SL flow rate induces a higher
proportion of acetic acid and IPA leading thereby to mAbs denaturation. Secondly, with a coaxial
sheath liquid interface, an ionic boundary at the capillary outlet is formed due to the migration of
sheath liquid counterions in the capillary [34]. At higher flow rate this ionic boundary zone might
increase, favoring further mAbs denaturation. Therefore, a flow rate of 10 uL min™ was selected as

a compromise between signal intensity and folded mAbs preservation.
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Taking into account that MS parameters should be finely tuned to prevent dissociation of non-
covalent complexes or denaturation of monomeric mAbs from solution into gas phase, both drying
gas and sheath gas were lowered from 250 °C (8L. min') to 200°C (8L. min') and from 295°C (8L.
mint) to 150 °C (6L. min'Y), respectively. The signal intensity increased with the nebulizer pressure
ranging from 1 to 10 psig and remained constant for 10-20 psig. As the nebulizer gas pressure could
cause possible siphoning effects during CZE-MS analysis, inducing unstable electrospray, the value
of 10 psig was selected. A good ion transmission efficiency was achieved when the transfer capillary
and the skimmer voltages were set at 3500 V and 200 V, respectively. An appropriate fragmentor
voltage was selected at 300 V to minimize in-source induced collision dissociation while enhancing

the signal intensity of Infliximab.

Therefore, the developed CZE-MS method using a BGE at near physiological conditions (40
mM ammonium acetate pH 6.0) and a SL composed of IPA/water/acetic acid, 50:50:0.1 v/v/v
delivered at the flow rate 10 uL min and optimized and mild MS conditions described above was
applied to the analysis of a fresh reconstituted Infliximab. No envelope corresponding to unfolded
monomer nor modification of the charge state distribution has been observed, confirming that no
physical degradation, attributable to MS experimental conditions, occurred when fresh infliximab

samples were analyzed under these CZE-native MS conditions (Figure 3.1.3).
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Figure 3.1.2: CZE-MS analysis of fresh dialyzed Infliximab (2 mg. mL™). (A) Total ion

chromatogram (B) MS spectrum. Experimental conditions as mentioned in Figure 3.1.2.
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111.1.3.2. Stressed infliximab analysis

In the second part of this work, the CZE-native MS method was employed to investigate

Infliximab conformational changes induced by a storage stress (6 months at 4 °C).

The TIC recorded during the analysis of the stressed Infliximab could be divided into three
regions (1 to 3) (red line, Figure 3.1.4 A). The folded monomer with m/z ranging from 5500 to 6700
was detected in the mass spectrum of the three regions of the TIC (Figures 3.1.4 B-D). The extracted
ion chromatogram (EIC) obtained for the unfolded mAbs signal (3000-5400 m/z)
(black line, Figure 3.1.4 A) exhibited two peaks, at 4.7 and 5.4 minutes. On the EIC of the native
monomer signal (5500-7500 m/z), a large and tailing peak was observed between 4.5 and 5.4 min
(Figure 3.1.4, A-blue line). The deconvoluted masses detected in the region 1 are about 150 kDa
and 303 kDa, corresponding to the monomer and dimer of Infliximab. The mass spectrum of the
region 1 (4.5 min - 4.9 min) (Figure 3.1.4 B) displayed three envelopes representing, unfolded
monomers with m/z ranging from 3800 to 5400 and charge state centered at 33+, a folded monomer
(charge state centered at 24+) and a dimer (8000-9000 m/z and charge states centered at 34+). In the
mass spectrum of the region 3 (5.3-5.5min) (Figure 3.1.4 D), two possible forms (m/z ranging from
3000 to 5400) could be distinguished based on their charge state distributions centered at 33+ ion
and 39+, respectively. Considering their similar charge state distribution, we can hypothesize that
the unfolded form exhibiting lower charge states (33+) corresponds to the unfolded form detected
also in region 1. However, a dimer was detected in region 1 but not in the third one, it exhibits a
lower electrophoretic mobility than the monomer. This could be explained by the fact that dimers
observed on the region 1 result from a self-association of unfolded forms appearing during the
storage (6 months, 4 °C). Then, this dimer could be partially dissociated under our ionization
conditions, releasing a small proportion of unfolded monomer during the gas phase process. This
suggests that the unfolded mAbs (monomeric form) exhibiting a charge state centered at 33+

detected in both regions 1 and 3 are related to dimer dissociation and/or non-associated monomers.
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In region 3, the mass spectrum exhibited an additional unfolded form with charge states centered at
37+. Overall results suggest that CE dimension allows separation of dimers from unfolded
monomers and discrimination between two unfolded forms. It is important to note that several
partially or fully unfolded mAbs are detected by CE-MS but only the monomer exhibiting a 33+
charge state is prone to self-association during the mAbs storage. This is in agreement with previous
works showing that not all the misfolded mAbs are prone to form dimers as this phenomenon is

related to amino acid sequences exposed in misfolded mAbs [35].

2,100 A - Tic Cc
__ EICatmiz 3000-5400
(

6162.06
denatured monomers) 24+
— EIC at m/z 5500-7500
2x100% (nalive monomers) 6404.34
23+
5941.51
25+

Counts

1x100%8
50

5723.35 6682.65
26+ 22+

5x10%7

Relative abundance %

0
40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 6.0 4000 6000 8000 10000
Migration time (min) mlz

B 6162.06
24+
100
640434
23+

575 95 5941.51

45759

33{3;]) 25+
171 55 | 4848.25

50 “":fgf‘ \ 31+

5165.65
4100.05 29+
a7+

4000 6000 8000 10000 4000 6000 8000
miz m/z

6628.65 8692.61
22+ 34+

Relative abundance %

84628 8924.8
34+

29
! 33+

Relative abundance %

Figure 3.1.3: Stressed Infliximab (2 mg.mL™) analysis by CZE-MS. (A): Total ion chromatogram
(red line), Extracted ion chromatogram (EIC) of folded Infliximab (5500-7000 m/z) (blue line), EIC
of unfolded Infliximab (3000-5500 m/z) (black line). Mass spectra of (B) region 1 (4.5-4.9 min),
(C) region 2 (4.9-5.3 min), (D) region 3 (5.3-5.5min) from the TIC. Experimental conditions as

mentioned in Figure 3.1.2.

To characterize the nature of the dimer detected in the stressed mAbs preparation a middle-up
approach which included cleavage of the mAb by IdeS below the hinge region to produce F(ab)2

and Fc/2 fragments, and the analysis by the optimized CZE-native MS method, was carried out.
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After enzymatic digestion of fresh infliximab, CZE analysis showed a poor resolution between
(Fab)2 and Fc (Figure 3.1.S3). However, CZE dimension was mandatory considering its “online
desalting” role before ESI-MS analysis allowing elimination of the digestion buffer (100 mM
phosphate pH 7.0). The ESI-MS showed a mass spectrum corresponding to an intact folded (Fab):
(~ 100 kDa), Fc (~51 kDa) fragments which exhibited low charge state distributions centered at
20+, 14+, respectively (Figure 3.1.5 A). Very low signals corresponding to small amount of folded
undigested Infliximab and Fc/2 (~ 25 kDa) were also observed. The mild conditions of analysis
provided by CZE-native MS maintained the non-covalent interactions between the Fc/2 fragment
despite the cleavage below the inter-chain disulfide bond [36—38]. A similar observation was made
by Haselberg and colleagues [20] when analyzing Infliximab digested by Ides with CE-MS at high
acetic acid percentages in BGE (20 %). This was attributed by the authors to non-covalent
association between the two Fc/2 at acetic acid concentrations below 10%. For the stressed sample,
we detected folded signals related to F(ab)2, Fc, Fc/2 and unfolded signals related to (Fab). and Fc/2
(Figure 3.1.5 B). The unfolded F(ab). exhibited the charge state distribution centered at 33+
overlapping the folded Fc and folded Fc/2 signals respectively and exhibited the highest relative
abundance percentage (Supporting data 4). The mass spectrum showed a low relative abundance of
unfolded Fc/2. Therefore, we can assume that the dimers observed in stressed mAbs, mostly
originate from partially or fully unfolded mAbs present in the initial solution via their unfolded Fab
region. These results are in agreement with previous studies describing motifs prone to self-
association, in commercial mAbs such as Bevacizumab, Rituximab or Palivizumab [39]. Indeed,
several groups have reported mAbs dimers formation via Fab-Fab association in various stressed
samples. In most cases, whatever the stress applied UV light exposure [40,41] and temperature [42],

Fap-Fab interactions are often demonstrated.
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Figure 3.1.4: Mass spectra of reduced and IdeS treated Infliximab analyzed by CZE-MS. (A) Fresh
Infliximab, (B) storage stressed Infliximab. Peaks: (®) Folded Fc/2, (*) Folded Fc, (v) Folded
F(ab),, (v) denatured F(ab)2, (@) Denatured Fc/2. Experimental conditions as mentioned in

Figure 3.1.2.
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111.1.3.3. AFM experiments

In order to confirm that the dimers formation observed by CZE-MS on stressed samples are not
artificially formed by the analytical method employed (i.e. ESI conditions), AFM imaging has been
performed on Infliximab sample stored 6 months at 4°C and on fresh infliximab sample. AFM is
one of the most powerful tools for the imaging of proteins and their aggregates either in ambient air
or physiological conditions with sub-angstrom resolution in vertical direction against a lateral
resolution of about 10 nm [25-27,43]. AFM has been widely used in assessing the orientation of
immobilized antibodies [44] and their structural changes when exposed to different stressful
conditions (salt concentrations, temperature, and adsorption onto hydrophobic substrates) [45,46].
In our study we have performed AFM imaging on both Infliximab samples (stored 6 months at 4°C
and fresh) in order to examine the different possible structural morphologies present in the stressed

sample and to confirm observation made by CZE-MS on stressed samples.

In fresh Infliximab sample AFM images showed exclusively monomers (Figure 3.1.6 A). We
can observe from Figures 3.1.6 A-E that Infliximab antibodies appear as monomeric features having
trinodular structure with a Y-shaped morphology depending on their orientation onto the mica
surface. These nodes account to the three 1gG fragments (1Fc and 2 Fab). Indeed, whereas the Y-
shaped orientation corresponds to the three nodes laying flat on the surface as described in many
AFM studies [25-27,43], other antibodies appear with a binodular or monodular shape which
corresponds to antibody molecules lying on one side (i.e. either on their Fc or on their two Fab
fragments respectively). The isolated antibody structures exhibited a height of 1.5 £ 0.3 nm (n =
220) and a width of 15.8 + 1.3 nm (n = 80) which are consistent with the values reported in other

AFM studies [25-27,43] for IgG monomers (Figures 3.1.6 F-G).
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Figure 3.1.5: (A) AM-AFM topography image of Infliximab monomeric forms adsorbed onto mica
surface performed in ambient conditions. (B), (C), (D) and (E) images of individual antibodies with

different orientation. Histograms of height (F) and (G) width of infliximab monomeric antibodies.

In contrast, for the stressed samples, mAbs images revealed in addition to the monomeric form,
also dimeric (white circle, Figures 3.1.7 A-E), oligomeric (white arrows, Figure 3.1.7 B), large
aggregates having thin protrusions (black arrows, Figures 3.1.7 A-F). All these forms are
consequently assumed to be originally present in the stressed sample. The monomeric Infliximab in
both samples, stressed and fresh, exhibited similar conformational features. The dimeric structures
showed in the topography and phase images (Figures 3.1.7 H-N), exhibited a width of 28.7 £ 1.5
nm (n = 13) which corresponds to two monomeric antibodies lying flat and connected to each other.
The antibody aggregates revealed a height of 6.7 £ 1.6 nm (n = 22). Such aggregates height
corresponded approximately to 4 layers of monomeric antibodies stacked on each other. In addition,
the aggregates were frequently surrounded by long filamentous protrusions (Figure 3.1.7 G) with a
height distribution of 3.2 + 0.8 A (n = 14). This low height could correspond to an antibody fully or

partially unfolded.

These experiments, performed by AFM, which showed folded monomers, denatured forms and
dimers in the stressed sample and only monomers in the fresh sample, are in agreement with those

obtained from CZE-native MS. However, it is important to note that the aggregates observed in
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AFM experiments were not detected by CZE-native MS. This could be due to the high molecular

weight of the mAbs aggregates rendering their ionization difficult.
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Figure 3.1.6: (A) AM-AFM topography image of stressed Infliximab sample adsorbed onto mica
surface performed in ambient conditions. White arrows indicate the presence of aggregates, black
arrows point on the protrusions (B), (D), (C) and (E) are topography and phase images of aggregated
antibodies with denatured ones. White circles indicate the presence of dimeric forms with different
orientation. (F) AM-AFM topography image of an aggregates with a filamentous protrusion (black
arrow). Dotted black lines correspond to the line profile plotted in (G). (H)-(J) and (K-M) are
topography and phase images of individual dimers forms. (N) line profile of the dimers forms shown

in (H)-(J).
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11.1.4. Conclusion

We reported in this study a very promising method dedicated to therapeutic mAbs analysis by
CZE-native MS. The triple layer coated (PB-DS-PB) capillary is reported for therapeutic mAbs
analysis by CZE-native MS for the first time, preventing mAbs adsorption as well as application of
additional pressure. In addition, CE could play the role of an on-line desalting method before native-
MS. The main advantage compared to SEC is that CZE allows partial separation of different
conformational states of Infliximab, and the MS under specific and mild conditions enables the
identification of native, unfolded monomers as well as dimers, matching thereby the criteria of a
quality control attribute determination. As a proof of concept, the versatility of our approach has
been confirmed by analyzing two others therapeutic mAbs. With this new tool, we can anticipate
that different stresses provoking mAbs denaturation and dimer formation during their shell life could

be further investigated.

The CZE-native MS results concerning mAbs denaturation (partial or total) and dimer
formation were confirmed by AFM which evidenced monomers, dimers and unfolded forms in the
stressed sample. Importantly, we have demonstrated that the dimer formation observed in our
experimental MS conditions was not attributable to the analytical method employed but rather to
the middle term storage of the mAbs. We also demonstrated that the dimer originated from unfolded

mADbs via interactions between Fab regions.
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Supporting information- S1

Figure 3.1.S1: Fresh Infliximab: EIC at different pHs, (A) pH 1.8, (B) pH 3.0, (C) pH 4.0, (D) pH
5.0, (E) pH 6.0, (F) pH 7.0, (G) Repeatability, pH 6.0 (ammonium acetate 40 mM). Other conditions

see experimental section.
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Supporting information- S2

Figure 3.1.S2: Mass spectrum of dialyzed Infliximab (2mg/mL) in direct infusion with different
sheath liquid compositions: (A) HO/MeOH (50/50), 10 pl.min, (B) H2O/IPA (50/50, v/v), 10
ul.min, (C) H20/IPA/acetic acid (50/50/1, v/v/v), 10 pl.mint, (D) H.O/IPA/acetic acid (50/50/0.1,
vIviv), 10 pl.min; (E) H2O/IPA/acetic acid (50/50/0.1, v/v/v), 20 pl.min. Red circles: denatured

forms. Other conditions see experimental section.
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Supporting information- S3

Figure 3.1.53: CZE-MS analysis of IdeS digested Infliximab (A) Total ion current, (B) Extracted
ion chromatogram of m/z 4400-5300 represented for folded (Fab)2 signals, (C) Extracted ion current
of m/z 3300-4000 represented for folded Fc signals. Other conditions see experimental section.
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Supporting information- S4

Figure 3.1.S4: Mass spectra of IdeS digested Infliximab analyzed by CZE-MS.
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Table 3.1.54: (A) Peaks table of folded Fc/2 in Figure 3.1.5 A,

(B) Peak table of denatured Fab and folded Fc/2 overlaid in Figure 3.1.5 B

(B)
Peak width
~I/Z
(amu)
3104 33 44
3016 34 82
2931 35 51
2852 36 66
2778 37 41
2709 38 86
(A) 2638 39 40
2575 40 49
Peak width 2515 41 42
e | (amu) 2456 42 68
3039 8 87 2400 43 38
2726 9 110 2345 44 43
2470 10 66 2274 45 01
2258 11 69 2244 46
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Conclusion du chapitre 111.1

Les conditions expérimentales ; i.e., le tampon d’analyse par électrophorése capillaire, les
paramétres de spectrométrie de masse ainsi que la composition du « sheath liquid » ont été

optimisées afin d’analyser I’infliximab dans des conditions presque « physiologiques ».

La premicre partie des expériences réalisées en utilisant des échantillons d’infliximab non
stressés montrent qu’un tampon d’analyse CE a pH acide (2.8) entraine une dénaturation des Acms
qui est attestée par la présence d’enveloppe avec une grande distribution d’état de charge
caractéristique d’une protéine dénaturée. Lorsque le pH est augmenté jusqu’a 7.0, il n’y a plus
d’enveloppe correspondant a 1’Acm dénaturé, seule une enveloppe correspondant a des Acms a

1’état natif est observée.

Dans un deuxiéme temps, cette méthode ainsi développée a été appliquée a 1’analyse d’un
échantillon d’infliximab reconstitué préalablement soumis a un stress. Les résultats obtenus ont
montré qu’il était possible de séparer et d’identifier en une seule analyse CE-MS les différentes
especes d’anticorps monoclonaux natif, monomere dénaturé et dimeres présentes dans 1’échantillon.
Ces expériences suggerent également deux types de dénaturation des anticorps. Ces résultats
observés sur deux types d’échantillon d’infliximab (soumis ou non a un stress) ont été confirmés
par les expériences de microscopie a force atomique (AFM) qui est un outil puissant pour I'imagerie
des protéines et de leurs agrégats a haute résolution. L’AFM a permis de visualiser les dimeres, les

agrégats ainsi que des chaines protéiques provenant de la dénaturation d’Infliximab.

Dans la derniére partie de ce travail nous avons approfondi notre compréhension des
mécanismes de dimérisation apres un stockage a 4 °C plus de 6 mois. L’approche middle-up utilisant
I’Ides suggére une formation de diméres provenant de I’interaction ente les fragments Fab-Fab des

Acms dénaturés.
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11.2. Revétements statiques pour I’analyse d’Acms thérapeutiques par CZE-native

MS

Nous avons montré dans le chapitre expérimental précédent le potentiel de la CZE-couplée a la
native MS pour le contréle qualité d’Acms thérapeutiques. Dans ce travail, nous avons utilisé un
revétement constitué de trois couches successives de PB-DS-PB. Cependant, bien que ce type de
revétement soit aisé a mettre en ceuvre il présente plusieurs inconvénients ; (i) la nécessité de
plusieurs étapes, ce qui rend le temps de conditionnement long, (ii) une obstruction possible du
capillaire, (iii) un couplage avec la spectrométrie de masse difficile. De plus, une possibilité de fuite
dans I’appareillage de spectrométrie de masse a également été rapporté. C’est pourquoi, nous avons

testé dans ce chapitre expérimental des revétements statiques covalent ou non.

Aussi, nous nous sommes intéressés a des revétements stables et compatibles avec la
spectrométrie de masse : (i) commerciaux a base de polyacrylamide (PAA) ou de polyvinyl alcohol
(PVA) qui sont neutres, (ii) préparés in situ comme le polyéthylenimine (PEI) qui est chargés
positivement, (iii) un nouveau copolymére composé de N,N-dimethylacrylamide (DMA) et de
monomeéres ionisables (e.g. glycidyl methacrylate (GMA) and 3-(methacryloyl-oxy)-
propyl]trimethoxy-silane (MAPS)). Ce polymere innovant sera soit cationique, neutre ou

zwitterionique selon le monomere choisi.

Dans une premiere partie de ce travail une optimisation des conditions d’analyse d’un anticorps
thérapeutique modeéle, I’infliximab, a été réalisée sur I’ensemble des revétements a 1’aide d’un plan
d’expérience. Ceci dans 1’objectif d’un couplage de I’EC a la spectrométrie de masse en conditions
presque physiologiques. Les paramétres étudies etaient le pH, la force ionique, I’intensité de la
pression additionnelle ainsi que le % d’isopropanol (IPA). Les facteurs de réponses étaient, la

surface du pic, le temps de migration ainsi que 1’asymétrie du pic.
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Dans la deuxiéme partie de ce travail, une étude a été réalisée a I’aide de I’infliximab pour mettre
en évidence le revétement présentant la meilleure stabilité lorsque cet Acm est analysé en utilisant
les conditions expérimentales sélectionnées lors de 1’étape précédente. Le revétement ainsi
sélectionné a ensuite été employé pour analyser une dizaine d’Acm thérapeutiques de différents
types (i.e. ximab, zumab, mumab), sous types (IgG 1 ou IgG 4), rayon hydrodynamique et présentant
différentes propriétés physico-chimiques. Une analyse en composantes principales a été réalisee afin

d’évaluer la capacité de ce revétement a discriminer les différents anticorps thérapeutiques.

La derniere partie de cette étude a porté sur I’analyse de I’infliximab soumis ou non a un stress

par I’électrophorese capillaire couplée a la spectrométrie de masse.

111



Article 2: Covalent-coating capillaries enabling to the analysis of therapeutic monoclonal
antibodies by capillary electrophoresis coupled to non-denaturing mass spectrometry

Victor Le-Minh & Emmanuel Jaccoulet ° Laura Sola ¢, Aurélie Champouillon 2 N.Thuy Tran 2,
Frangois-Xavier Legrand ¢, Marcella Chiari ¢, Myriam Taverna &, Claire Smadja 2

& Institut Galien Paris Sud, UMR CNRS 8612, Protein and Nanotechnology in Analytical Science,
CNRS, Univ. Paris-Sud, Univ. Paris-Saclay, 5 rue Jean-Baptiste Clément, 92290 Chatenay-
Malabry, France

b Hopital européen Georges Pompidou (HEGP), Service Pharmacie (AP-HP), Paris, France

¢ Institute of Chemistry of Molecular Recognition, National Research Council of Italy, Milano, Italy

d Institut Galien Paris Sud, UMR CNRS 8612, Chemistry and Physic of Multiphase Systems, CNRS,
Univ. Paris-Sud, Univ. Paris-Saclay, 5 rue Jean-Baptiste Clément, 92290 Chatenay-Malabry,
France

Article in preparation

Abstract

In this study, we investigated for mAbs analysis, a new co-polymer made of N,N-
dimethylacrylamide (DMA) and different ionizable monomers (glycidyl methacrylate (GMA) and
3-(methacryloyl-oxy)-propyl]trimethoxy-silane (MAPS)) as neutral, cationic or zwitterionic DMA-
GMA-MAPS static coatings for capillary electrophoresis (CE). DMA-GMA-MAPS based coatings
were compared to conventional coatings (neutral and cationic) such as polyvinyl alcohol (PVA),
polyacrylamide (PAA), and polyethyleneimine (PEI) polymers. A fractional experiment design was
first carried out to optimize the background electrolyte (BGE) conditions. Under optimized CE
conditions, the neutral DMA-GMA-MAPS exhibited the best performances according to the
response evaluation and stability studies. We also demonstrated the potential application of this
approach to study the physicochemical properties of the mAbs through the analysis of ten different
mADbs by CE-UV. Finally, we illustrated the interest of this neutral DMA-GMA-MAPS coating for
Infliximab analysis by CE hyphenated to native MS. This method allowed in a single analysis
separation and discrimination of different conformational states and to point out the coexistence of

degraded and fragment molecules in a stressed compounded infliximab.
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Key words: Therapeutic mAbs, DMA-GMA-MAPS, PVA, PAA, CE-native MS, covalent

coating capillary

Highlights:

Various covalent coating including different forms of DMA-GMA-MAPS coatings enabling

efficient analysis of mADbs in CZE-MS were studied.

- In-depth optimization of the best analytical conditions was conducted using design of
experiments.

- The interest of the neutral DMA-GMA-MAPS coating for the analysis of various mAbs in

CZE-UV was investigated.

- Successful application on the detection of degraded mAbs with CZE-MS was carried out.
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111.2.1. Introduction

Therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) and related compounds are key topics in
pharmaceutical industry with a spectacular growth rate. More than 80 therapeutic mAbs have been
approved and over 570 antibody therapeutics are at various clinical phases [1]. Indeed, they are
considered as a major class of biopharmaceuticals allowing treatment of life-threatening and severe
diseases such as cancers, multiple sclerosis, and rheumatoid arthritis. Immunoglobulin G is the most
common form in mAbs. Next to mAbs, bispecific antibodies, antibodies fragments or Fc fusion
proteins are also approved [2]. The mAbs and their derivatives are complex glycoproteins with a
wide range of potential microheterogeneities due to multi post-translational modifications,
denaturation and eventual aggregation [3,4]. This renders mandatory in-depth analytical
characterization to ensure their safety, efficacy and quality. For this purpose, analytical
characterizations are mainly relied on electrophoretic, chromatographic methods and mass

spectrometry [5].

Intact proteins analysis in native mass spectrometry (MS) is an important approach to
characterize recombinant therapeutic mAbs nowadays. Up to now, few methods coupling liquid
chromatography and native MS, dedicated to mAb analysis, have been proposed. Hydrophobic
interaction chromatography coupled to Q-TOF mass spectrometer allowing IgGl mass
determination and small oligomeric form detection have been recently developed [6]. Size exclusion
chromatography hyphenated to native IM-MS demonstrated its ability to detect intact trastuzumab
and higher ordered structure (dimers, trimers) in pH stressed samples [7] . Simultaneous
guantification and identification of a model bispecific antibody by ultra -pressure liquid
chromatography size exclusion separation combined with native ESI-mass spectrometry has been
performed [8]. However, although LC-native MS provided valuable information concerning mAb
charge and size variants, this approach is still challenging because of the secondary interactions of

the proteins with the stationary phase.
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Capillary electrophoresis (CE) has demonstrated to be an effective method for the separation
of proteins is widely applied in biopharmaceutical characterization [9]. Capillary zone
electrophoresis (CZE) which has recently attracted attention for mAb characterization and it
presents a promising choice for hyphenation to native-MS [10]. It combines high separation
efficiency with mass selective detection and analyte characterization. However, mAbs are prone to
adsorb into bare fused-silica capillary walls leading to poor resolution, unstable EOF and a lack of
reproducibility [9,11]. To overcome these limitations, various capillary coatings, dynamic or static,
have been employed for the analysis of therapeutic proteins [12]. Dynamic coatings agents are not
compatible for CE-MS coupling since they may enter in the ion source suppressing thereby analytes
ionization and leading to contamination of the mass spectrometer. The static coatings, polymer
attached to the capillary wall by adsorption or covalent grafting, are preferred for CE-MS analysis
[13]. In this line, a promising approach relied on successive multiple ionic polymers layers (SMIL)
of oppositely charges has emerged. SMIL developed by Katayama have demonstrated several
advantages compared to monolayers such as; (i) improved stability, (ii) enhanced separation
efficiency [14]. The capillaries modified by multilayers of electrolytes allowed an efficient
separation and analysis of basic proteins by CE [14,15] and CZE-MS [16,17]. The triple-layers
polybrene-dextran sulfate-polybrene has also been reported for a development and application in
the studies of infliximab stabilities by CZE-native MS [18]. Recently, a five-layer SMIL has been
successfully applied for protein analysis in CE [19,20]. However, although SMIL protocols are
easily carried out, several drawbacks are observed, e.g., long-time conditioning, capillary clogging
and awkward hyphenation with mass spectrometry. Static covalent coatings offer therefore a
promising advantage considering their long-term stability and easy implementation in CE-MS

despite their laborious preparation.

Several works reported the reduction of protein/mAb adsorption in capillary wall with

polymers, neutral (e.g. hydroxypropylcellulose, polyvinyl alcohol (PVA)) or cationic
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(polyethyleneimine (PEI)) coatings [11,13,21,22]. Intact therapeutic proteins, e.g. interferon-p1 and
mADbs, have been analyzed under denaturing conditions by CZE-MS with a PEI coating [23,24].
Haselberg et al., employed a commercial covalent neutral capillary, pre-coated by polyacrylamide
(PAA), to analyze intact and IdeS digested trastuzumab by CZE-MS under denaturing conditions
[25]. Intact trastuzumab has been analyzed by CZE-native MS to evaluate its heterogeneity using
the same coating by Belov et al. [26] . Therefore, it is important to note that despite the various type
of static coatings proposed to prevent protein adsorption, only one neutral covalent coating (PAA)
has been reported for intact mADb analysis by CZE-native MS (Belov 2018). However, this analysis
was performed under an additional pressure of 3 psi which did not allow any separation of the
different species present in a stressed mAbs sample for instance. In a mAbs quality control context,
a separation method enabling discrimination between potentially degraded mAbs and intact species

IS mandatory.

Therefore, the present study aimed at investigating various static coatings for CZE-native MS
analysis of mAbs allowing discrimination between denatured and folded, and analysis
reproducibility in a quality control context. For this purpose, infliximab behavior has been evaluated
on various coatings including two covalent commercial neutral coatings (PAA, PVA) and a cationic
PEI coating. Similarly, a new tunable polymeric coating, which self-adsorbed on the inner capillary
wall and it is able to regulate EOF intensity has been also studied [27]. This co-polymer is made of
N,N-dimethylacrylamide (DMA), glycidyl methacrylate (GMA) that assure adsorption on the
capillary wall, 3-(methacryloyl-oxy)-propyl]trimethoxy-silane (MAPS) that increases the stability
of the coating by promoting the condensation of the polymer with surface silanols and different
ionizable monomers (weak acrylamido acids and bases commercially available under the trade name
of Immobilines) that confer to the polymer backbone a pH dependent negative or positive charge
[28]. The Immobilines, widely employed in the Isoelectric focusing in immobilized pH gradients

(IEF-IPG) technique, can modulate the surface charge density in a highly predictable manner,
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according to the Henderson-Hasselbalch equation. For example, when the Immobiline pKa8.5 is
added to the polymer backbone, it shows a net positive charge in acidic conditions, which decreases
while increasing the buffer pH and approaches the neutrality in buffers with pH values higher than
8.5. These coatings are easily prepared, stable and have demonstrated their reusability and potential
compatibility with MS [29]. A fractional design of experiment has been established to find the
optimal conditions compatible with non-denaturing MS for infliximab analysis. The coating
exhibiting the best stability has been tested with various therapeutic mAbs and the CE coupling with

native MS has been evaluated for stressed infliximab sample.
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11.2.2. Materials and methods

111.2.2.1. Chemicals

Water ultrapure, iso-propanol, methanol, acetic acid, and ammonium hydroxide 28% (all LC-
MS grade) were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Dimethyl sulfoxide (DMSO),
ammonium bicarbonate, ammonium sulfate (reagent grade) were obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). PEI polymer solution was purchased from Fluorochem (Derbyshire, UK). NaCl
was obtained from Phenomenex (Torrance, CA, USA). NaOH 1N, HCI 1N, ethanol 98% (all reagent
grade) were obtained from VWR (Radnor, PA, USA). Deionized water used in coated capillary
preparation and CE-UV experiments was purified using a Direct-Q3 UV purification system
(Millipore, Milford, MA, USA). 0.9 % NaCl saline bag FreeFlex®, sterile PVC bag was from
Fresenius Kabi (50 mL, Fresenius Kabi, France). N,N-dimethylacrylamide (DMA), glycidyl
methacrylate (GMA) and 3-(methacryloyl-oxy)-propyl]trimethoxy-silane (MAPS) polymers were

kindly provided by L. Sola and M. Chiari from Institute of Chemistry of Molecular Recognition

(Italy).

111.2.2.2. Monoclonal antibodies

Ten commercially therapeutic monoclonal antibodies were used: bevacizumab (25 mg/mL,
Avastin), pertuzumab (30 mg/mL, Perjeta), rituximab (10mg/mL, Mabthera) and trastuzumab (150
mg, Herceptin) were purchased from Roche (Switzerland); infliximab (100 mg, Inflectra) was from
Pfizer (USA). Nivolumab (10 mg/mL, Opdivo), ipilimumab (5mg/mL, Yervoy) were from Bristol-
Myers Squibb (USA). Pembrolizumab (25 mg/mL, Keytruda) was purchased from Merck Sharp &
Dohme (UK). Adalimumab (50 mg/mL, Humira) was from Abbott (USA) and natalizumab

(20mg/mL, Tysabri) was from Biogen (USA).
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111.2.2.3. Instrumentations

111.2.2.3.1. CE - UV instrumentation

CE-UV experiments were carried out with an MDQ CE instrument (Sciex Separation, Brea,
CA, USA) equipped with a UV detector. A coated capillary of 60 cm total length (50 cm effective
length) was used. The capillary was rinsed by BGE at 14 psi for 5 min before each run. Sample
hydrodynamic injection was performed at 0.5 psi for 10 s (i.e., 0.083 % of total capillary volume).
The mADb detection and separation temperature were set at 214 nm and 25 °C, respectively. The 32

karat software (Sciex Separation, Brea, CA, USA) was employed to analyze the CE-UV data.
111.2.2.3.2. CE-MS instrument

CE-MS experiments were performed using a 7100 Agilent capillary electrophoresis (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). A 65-cm coated capillary was used. The hydrodynamic
injection was performed at 1.43 psi for 60 s (i.e., 10% of the total capillary volume). The analysis

was performed under 20 kV and an additional pressure of 0.58 psi.

The sheath-flow interface was used to connect the outlet of the CE to ESI-QTOF mass
spectrometer (Agilent QTOF 6540). The sheath liquid was a mixture of water-isopropanol-acetic
acid 50:50:0.1 (v/v/v) and delivered at a flow rate of 10 uL.min%. The positive ionization mode was
chosen. Nebulizer pressure was set at 10 psi. Flow rate and temperature of sheath gas (N2) were set
at 6 L.min"t and 100 °C, respectively. A drying gas temperature of 250 °C and drying gas flow (N2)
at 8 L.min! were used. Transferred capillary, nozzle, fragmentor and skimmer voltages were set at
3000 V, 2000 V, 300 V, and 150 V respectively. Profile mass spectra were collected from 1500 to
7500 m/z with an acquisition rate of 0.5 spectrum.s™*. Agilent Mass Hunter B.07.00 software was

employed to analyze the MS data.
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111.2.2.4. Coating preparation

Commercial coated capillaries: The PVA and PAA capillaries were purchased from Beckman

Coulter (Sciex Separation, Brea, CA, USA).

DMA-GMA-MAPS coated capillaries (positive, neutral and zwitterionic): Fused-silica
capillary (50 um 1.D.) obtained from Phymep (Paris, France) was used to prepare the DMA-GMA-
MAPS coating. The silica fused capillary was pretreated by a rinsing at 40 psi employing the CE
MDQ instrument with ethanol 98% (4 minutes), deionized water (2 minutes), 1M NaOH (4
minutes), deionized water (4 minutes), 0.1M HCI (4 minutes) and deionized water (8 minutes),
respectively. Additionally, the capillary was incubated for 30 minutes after each previous rinsing
step with ethanol, 1M NaOH and 0.1 M HCI. The solutions of DMA-GMA-MAPS polymers were
subsequently prepared and used to coat the inner capillary wall following the protocol adapted from
Sola L. et al. [27]. Briefly poly(DMA-GMA-MAPS) (namely neutral coating) poly(DMA-GMA-
MAPS- Immobiline pKa8.5) (namely positive coating) and poly(DMA-GMA-MAPS-Immobiline
pKa8.5- Immobiline pKa3.6) (namely zwitterionic coating) were dissolved in DI water to obtain a
final concentration of 2% w/v and then diluted 1:1 with a solution of (NH4)2SO4 1.6 M. The resulting
solutions were pumped into the pre-treated capillaries for 10 min at room temperature. The flow
was then stopped, and the solutions were allowed to remain in the capillaries for an additional 15
min. Finally,the capillaries were rinsed with DI water, emptied using a positive pressure and cured

at 80°C for 30 min.

PEI coated capillary: The preparation of silica capillary tubes with a cross-linked coating PEI

was adapted from Bush et al. method [23].

111.2.2.5. mAb preparation

mADbs preparation for CZE-UV analysis
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Lyophilized mAbs (infliximab, trastuzumab) were first reconstituted with sterile water for
injection to reach the rmanufacturer equired concentration, (infliximab and trastuzumab at 10
mg.mL* and 21 mg.mL™, respectively). Each mAb solution (including infliximab, trastuzumab and
other mAbs) were then diluted from their respective marketed solutions using 0.9% NaCl solution
to reach a final concentration of 1 mg.mL™. The compounded mAb solutions were stored at 4° C
and protected from light. Compounding and sampling from the bags were performed with sterile

oil-free syringes and needles, under aseptic conditions using a laminar flow hood.
Infliximab preparation for CZE-MS analysis

The infliximab solution at 10 mg.mL™? (getting from above protocol) was first diluted in
deionized water to 2 mg.mL* and was further dialyzed using a 10 kDa molecular weight cut-off
Slide-A-Lyzer cassette (Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA) against water for 4h at room

temperature to remove the excipients in formulated infliximab.
Stressed Infliximab protocol

Dialyzed infliximab solutions (2 mg.mL?) was radiated by UV 365 nm with the UV
BiolinkBLX (Fischer Scientific, MA, USA) for 10 hours then subsequently agitated at 37°C and

600 rpm during 2 hours employing Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Germany).
111.2.2.6. EOF measurement

The EOF was estimated at different pH values using differents running buffers: ammonium acetate
(40 mM, pH 4.0-5.0) and ammonium carbonate (40 mM, pH 6.0-8.0). The applied voltage was -30
kV for PEI capillary and +30 kV for PVA, PAA, DMA-GMA-MAPS capillaries. DMSO 0.1% (v/v)
in water was used as a neutral marker. For most coating, except PEl, EOF was measured and

calculated following William and Vigh method [30].
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111.2.2.7. Optimization of BGE conditions

A three level, four factors was designed to optimize analysis conditions for infliximab by CZE-UV.
The factors considered were pH, ionic strength (1S), additional pressure (Pa), and isopropanol (IPA)
percentage. The studied responses were the peak capacity, peak asymmetry and peak area. The
relation between the selected responses Y and the coded variables Xi that is related to the factors

was expressed as equation:

4 3 4 2 3 4
Y = constant + Z biXi + Z Z blelX] + ZZ Z biijinXk + bijle1X2X3X4
i=1

i=1 j=2 i=1 j=2 k=3

where bi; bij; bijk and bijkl are the estimation of the effects of the main factor; first order of

interaction; second order and third order of interaction, respectively.

The design and statistical analysis were performed using Minitab 17 software (Minitab, PA, USA)

for the evaluation of the influence of the factors on the selected responses.
111.2.2.8. Multivariate analysis

A factorial analysis of mixed data (PCAMIix), which enables the association of continuous and
categorical variables was carried out to provide an overview of the mAbs (n = 10) behavior in CZE
analysis. The physicochemical properties included in the PCAMix were; electrophoretic mobility
(uep), mean hydrodynamic radius (Rh), retention factor (Rf), theoretical molecular weight (MW),
and isoelectric point (pl). The Rh compounded mAbs was measured with a Nanosizer (Malvern
Panalytical, UK) using a protein-free cuvette Eppendorf UVette (Eppendorf, Hamburg, Germany).
The Rh measurements were performed three times for each mAb and under at 25°C. While pl and
retention factor (Rf) were obtained from Goyon et al. publications [31,32] (Supporting information
— Table 3.2.54). The quantitative data were mean- centered before to the analysis. The mAbs type
(i.e., ximab to mumab) was the qualitative variables. PCAmix was conducted using XLStat data

analysis software (Addinsoft, NY, USA).
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111.2.3. Results and discussion

111.2.3.1. Coated capillaries: EOF measurements

This study aims at developing a stable coated capillary allowing mAbs analysis by CZE-non
denaturing MS. Therefore, only buffers compatible with MS (ammonium acetate and ammonium
carbonate) have been employed in this work. Six different capillaries were investigated including
two commercial neutral coated capillaries (PVA, PAA), one in-situ positive coated capillary (PEI),
and three in-situ coated DMA-GMA-MAPS capillaries different pH-dependent net charges

(positive, neutral and zwitterionic).
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-1x10 954 ——

-2x10-%44 .f.
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# Positive DMA-GMA-MAPS € PAA
4 Neutral DMA-GMA-MAPS + PVA
¥ Zwitterionic DMA-GMA-MAPS @ PEI

Figure 3.2.1: Experimentally measured EOF of 6 coated capillaries at different pH of BGE ranged
from pH 4.0-8.0.

Amongst these capillaries, only PEI showed a strong reversed EOF varying from -2x10* to -
4x10* cm2.V1s?t from pH 8.0 to 4.0 (Figure 3.2.1). This strong EOF was related to the positive
charge coating. We can state from the weak eof modification over the pH range that the coating is
stable. For the other capillaries, weak EOF mobilities varying from -1.2 x10° to 3x10° cm2.V1s?!
was observed. This could be explained by the neutral nature or the weak charge density of the

coatings. The positive DMA-GMA-MAPS coating exhibited the higher EOF mobility as compared
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to the other coated capillaries at BGE pH 7.0-8.0. Reverse EOF observed for DMA-GMA-MAPS

and PVA coatings, could be related to free silanols groups.

111.2.3.2. Optimization of the CE conditions

Optimization of the CE conditions was conducted to prevent adsorption of the mAbs onto the
inner coated capillary wall that may cause surface modification and thereby a lack of analysis
reproducibility. Infliximab (Img.mL1, pl =7.6) was chosen as mAbs model. The criteria for the
evaluation of the coatings and the different parameters influencing the CE analysis were the RSDs

of the peak areas and migration times.

111.2.3.2.1.  Preliminary study
Selection of the capillary coating
For capillaries exhibiting low EOF (Method 1 - Table 3.2.1) (i.e. all the coating except PEI),
an additional hydrodynamic pressure (0.2 psi) was applied in order to reduce the analysis time. The
capillaries were rinsed with ten capillary volumes of the ammonium acetate buffer 40 mM, pH 5.0

between each run. The results of the RSDs for infliximab analysis are depicted in Table 3.2.1.

High RSDs of the peak area were observed whatever the coatings employed was. Regarding
the migration time (Tm), only neutral and positive DMA-GMA-MAPS coatings showed a relatively
low RSD (<5%) while the other capillaries showed much higher RSDs (> 5 %). For zwitterionic
DMA-GMA-MAPS coating, a high RSD of both Tm and peak area was observed. Such poor RSD
could be due to the co-presence of positive and negative charges on this coating. The charges may
promote strong adsorption of infliximab on the coating through electrostatic interactions, leading to
poor repeatability. Consequently, the zwitterionic DMA-GMA-MAPS coating was not further

studied in the following experiments.
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Table 3.2.1: Infliximab 1mg.mL! analysis by CZE-UV with 6 coated capillaries. Method 1: BGE
of 40 mM ammonium acetate pH 5.0; | = 10 cm; L = 60 cm; injection of 1% Vo; detection 214 nm;
voltage 30 kV; additional pressure 0.2 psi. Method 2: BGE of 40 mM ammonium acetate pH 5.0; |
=50 cm; L = 60 cm; injection of 1% Vo; detection 214 nm; voltage -20 kV

BGE rinsin Additional rinsing
' Analysis (n=18) g (IPA:100 mM acetic acid,
Coating method B 10/90, v/v) (n=6)
RSD Tm [ RSD Area | RSD Tm | RSD Area

PAA 1 (Low EOF) 13.41% 10.39% 0.32% 1.67%
PVA 1 (Low EOF) 14.66% 10.71% 1.11% 3.61%
EAEA”;?' DMA-GMAY (LowEOF) | 184% | 1928% | 0.79% 4.73%
E/‘I);';'g’e DMA-GMAY (LowEOF) | 251% | 7.73% | 1.35% 5.33%
Zwitterionic DMA-

GMA-MAPS 1 (Low EOF) 42.41% 34.10% - -

PEI 2 (Low EOF) 5.67% 31.15% 0.59% 17.00%

Rinsing condition

Typical rinses with HCI or NaOH solutions were not suitable due to a lack of compatibility with
either working pH range of coated capillaries or mass spectrometry. Rinsing the capillary with the
BGE solution was tested and led to poor repeatability, as shown in Table 3.2.1. To improve the
repeatability, an organic solvent was tested. Rinsing the capillary with a solution of
isopropanol:100mM acetic acid (10/90, v/v) at pH ~ 3.0 after each analysis, improve the
repeatability with a Tm RSD (n = 6) at less than 2 % for all the capillaries (Table 3.2.1). In terms of
peak area, PAA capillary exhibited the best RSD (1.67%) compared to other capillaries. Such results
are in agreement with previous studies where acidic BGE solutions containing low organic solvent
percentage were employed to reduce protein adsorption in capillary wall [33]. However, PEI
capillary still exhibits a high peak area RSD (17.00 %) despite this additional rinsing step and was

consequently excluded from the study.

125



111.2.3.2.2.  Optimization by a Design of Experiments

The study was performed for the four low-EOF capillaries (PVA, PAA, neutral DMA-GMA-
MAPS and positive DMA-GMA-MAPS) with the ammonium acetate buffer [34]. A fractional
factorial design of experiments (FFD) has been conducted to define conditions limiting mAbs
adsorption. The factors selected for the DoE were; pH (5.0 to 7.0), ionic strength (20 to 60 mM),
additional pressure (0.4 to 0.8 psi) and IPA % in BGE (0 to 10 %). The considered response factors
were; peak area, peak capacity, and peak asymmetry calculated at 10% of the peak height of
infliximab in CZE-UV analysis. This fractional factorial design (2*') has been performed in
duplicate for each experiment (Supporting Information-Table 3.2.S1). The normalized results of the
experimental design were evaluated at a confidence level of 95% with the p-values and R?
(Supporting information-Table 3.2.52-S3). R% according to the responses and particularly for peak
area (R% > 0.884) indicate a good fit of the models. The results showed that factors at high value
induced a positive impact on peak capacity and peak asymmetry in all the coatings, except neutral
DMA-GMA-MAPS where a negative influence of the pH on peak capacity was observed. We can
conclude that, higher IS, Pa and % IPA lead to better peak capacity and low peak asymmetry.
Therefore 1S 60 mM ammonium acetate and 0.5 psi assisted pressure were chosen as a compromise
between time analysis and resolution. To determine the optimum pH and % IPA for BGE, the
influence of these two factors on peak area has been investigated with the four coatings (PVA, PAA,
neutral DMA-GMA-MAPS and positive DMA-GMA-MAPS). Figure 3.2.2 contour plots of peak
area versus pH and % IPA highlight infliximab behavior according to each type of capillary. The
best compromise for PAA, neutral and positive DMA-GMA-MAPS coatings was obtained at pH 6
and 5% IPA (Figure 3.2.2 A, C, D). Higher % IPA and pH close to pl were excluded considering
their detrimental effect on mAb ionization and thereby their detection sensitivity under native-MS
analysis. For PVA, the best result is obtained at low % IPA and low pH (Figure 3.2.2 B). However,

in these conditions, mAbs could interact more easily with the capillary wall. Therefore, a BGE, at
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60 mM ammonium acetate, with pH 5.8 and 5% IPA and 0.5 additional pressure has been chosen

for the following experiments.

intensity
6,0 6.5 7.0 5,0 5.5 6.0
pH pH

i

Figure 3.2.2: Contour plots of infliximab Area vs pH and %IPA under fixed conditions of

6.0
PH pH

ammonium acetate ionic strength and additional pressure at 60 mM and 0.5 psi, respectively with
(A) PAA (B), PVA (C), neutral DMA-GMA-MAPS, and (D) positive DMA-GMA-MAPS coatings.

This BGE provided a good buffer capacity (9.3 mmol/l.pH) and could maintain the native-like state

of mAbs (low IPA amount and near neutral pH).
111.2.3.3. Capillaries stability

In order to evaluate the stability of these coating for mAbs analysis in non-denaturing conditions,
three series of infliximab analyses have been performed three consecutive days (20 analysis on the
first day and six analysis at day 2 and 3) (Figure 3.2.3). The results showed a satisfactory Tm
RSDintraday and RSD interday fOr most of the capillaries. For the Peak area RSD (n = 6), PAA, positive
DMA-GMA-MAPS and neutral DMA-GMA-MAPS coatings exhibited low variability (< 5%)
whereas PV A capillary, exhibited a very high variability (14.56%). Therefore, considering RSD for
Tm (1.48; 0,44; for intra-day and inter-day respectively) peak area (4.5), and peak asymmetry (1.46),

compared to other coatings, neutral DMA-GMA-MAPS has been chosen for the following
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experiments (Table 3.2.2). The low RSD of neutral DMA-GMA-MAPS is very likely due to its anti-

fouling properties, which prevents interactions of the samples with the capillary wall.

Table 3.2.2: Results of infliximab analysis with CZE-UV under optimized BGE conditions with

different coated capillaries

Capillary PAA | PVA Zﬁ}i‘_’sﬂﬂ\,@' (NB?\I/IJXaI:/I APL;MA'
Tm (RSD %) - intraday (n=20) | 1.21 | 1.36 0.96 1.48
Tm (RSD %) - interday (n=32) 247 3.77 0.63 0.44
Area (RSD %) — day 2 (n=6) 494 | 1456 4.44 4.50
Corrected Area 1.93 1.61 1.52 4.7
Peak asymmetry 3.80 2.80 3.10 1.46

111.2.3.4. Application to the analysis of different mAbs

Ten mAbs (nivolumab, pembrolizumab, bevacizumab, infliximab, pertuzumab, trastuzumab,
ipilimumab, rituximab, adalimumab, and natalizumab) with different physico-chemical properties
(Supporting information - Table 3.2.54) [31] were tested under the optimized CE conditions with
the neutral DMA-GMA-MAPS coating. Figure 3.2.4 A shows the sharp peaks with different
migration times obtained for mAbs. Indeed, the coating exhibits a low EOF which is negligible
compared to the 0.5 psi additional pressure of the buffer flow. Meanwhile, the mAbs with higher pl
(e.g., rituximab, pertuzumab) exhibited higher pep at pH 5.8 leading thereby to low migration times
(9.6 min). In contrast, nivolumab and pembrolizumab, with a lower pl, exhibited lower pep, and
thereby high migration times (10.8 min). To explain CZE mechanisms, a PCAMix was performed
from the qualitative and quantitative data of the mAbs. Data gathered electrophoretic mobility,
hydrodynamic radius, molecular weight, isoelectric point, hydrophobicity, mAbs type (i.e. zumab,
mumab), and 1gG subclasses. As a result, three clusters of mAbs were obtained in the PC1 (48.2 %)

- PC2 (20.8 %) score-plot (Figure 3.2.4 B): two main groups were separated on PC1 axis according
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to their basicity. Indeed, rituximab typically belongs to the high pl group (pl = 9.4), while
pembrolizumab and infliximab are from the lower one (pl = 7.6). Among the less basic mAbs, two
other groups were formed on the PC2 axis according to the hydrodynamic radius Rh where
bevacizumab (16.73 nm) and infliximab (14.65 nm) were discriminated from pembrolizumab,

nivolumab, and natalizumab (12.91, 12.67, 11.34 nm respectively).
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Figure 3.2.4: CZE-UV analysis of 10 mAbs with neutral DMA-GMA-MAPS coating under
optimized CE conditions. (A) Electropherograms of the analysis; (B) PCAMix score-plot (PC1-
PC2) of the data of the 10 mAbs. The colors assigned to the mAbs were arbitrary to provide a clear
representation of the four groups of mAb; (C) the correlation between Rh and pep of the low pl
mAbs. All the data were normalized before PCA. Experimental conditions, as mentioned in
Figure 3.2.3.

The PCAmix also suggested that, under the optimized CZE conditions, mAbs were separated
according to their basicity (i.e., pI) much more than their size (Rh) except with low pl mAbs. The

pl and the Rh as a function of the mean electrophoretic migrations (1 ep) were analyzed. A good
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correlation between the pl and p ep (R? = 0.950) was obtained (data not shown). For the Rh, the
correlation was not significant (R? = 0.201) considering all the mAbs, but improved (R? = 0.808)
when only low pl mAbs are considered (Figure 3.2.4 C). Also, the PC1-PC2 score-plot
(Figure 3.2.4 B) shows discrimination between the IgG1 and 1gG4 mabs (e.g., bevacizumab and
pembrolizumab) having low pl along the PC2 axis. In conclusion, these experiments indicate the
potential of the neutral DMA-GMA-MAPS coating for mAb analysis concerning their properties

and separation purposes.
111.2.3.5. Antibody analysis by CE-MS

The neutral DMA-GMA-MAPS capillary has been employed to characterize fresh and dialyzed
infliximab by CZE-MS with developed conditions using 60 mM ammonium acetate at pH 5.8 with
5% of IPA. A CE-ESI-MS with sheath liquid interface was employed. The conditions of sheath
liquid and MS was adopted from Le-Minh et al. [18]. Stressed (UV 365nm and mechanical) and
fresh infliximab showed a slight Tm difference (9.58 min VS 10.12 min) in CE-MS analysis
(Figure 3.2.5 A). The mass spectrum of fresh infliximab exhibited a narrow charge state distribution
centering at 27+ with mass-to-charge (m/z) ranging from 4800 to 6500 m/z that represents the folded
native state of mAbs (Figure 3.2.5 B). The mass spectrum of the peak at 9.58 min showed a main
envelope of folded infliximab that was centered at 26+ charge. Denatured infliximab and fragments
have also been detected in the stressed samples. The higher charge signals detected (> 31+) would
partly correspond to the unfolded monomer (red circle, Figure 3.2.5 C). Two other envelopes were
detected with the m/z ranging from 2000 m/z to 2800 m/z and from 3100 m/z to 3500 m/z.
Deconvoluted mass of these envelopes showed two molecules at 23 kDa and 53 kDa that could
correspond to infliximab fragments (charges centering at 10+ and 14+, respectively) (Figure 3.2.5
C). Mainly, all these molecules comigrated and were unable to be separated in this capillary. That

may be explained by the weak separation capacity of volatile BGE and by the application of assisted
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pressure. Nevertheless, these different conformational states have been separated and discriminated

thank to MS using non-denaturing conditions.
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Figure 3.2.5: Neutral DMA-GMA-MAPS capillary coating for CZE coupled to non-denaturing MS,
(A) Electropherograms of fresh and stressed infliximab; (B) Mass spectrum of fresh infliximab; (C)
Mass spectrum of stressed infliximab. CE conditions: length 65 cm; voltage 20 kV; 0.58 psi
additional pressure; temperature 20°C. MS conditions: drying gas. 250 °C — 8 L min™!; sheath gas
100°C — 6L min'*; nebulizer pressure 10 psig; transferred capillary, nozzle, fragmentor and skimmer
voltages were set at 3000 V, 2000 V, 300 V and 150 V respectively; Sheath liquid: 10 pL.mint

acetic acid/isopropanol/ water 1:50:50 (v/v/v).
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11.2.4. Conclusion

We have studied multiple covalent in-situ prepared and commercial coatings enabling the
analysis of the mAbs by CZE and CZE-MS in non-denaturing conditions. The stability and method
optimization performed for each coated capillary showed the interaction and the dramatic influence
between the factors and especially the pH and the % IPA for mAbs analysis. The neutral DMA-
GMA-MAPS coating demonstrated excellent stability and high reliability leading to the analysis of
the behavior of therapeutic mAbs through CZE-UV. Moreover, such coating allows the successful
characterization of native and degraded infliximab by CZE-MS. Neutral DMA-GMA-MAPS
coating for CZE-native MS application offers high potential for the characterization of other mAbs

and other therapeutic proteins.
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France

Table 3.2.S1: Fractional factorial design of 4 factors (2*') applied for capillaries for the

optimization of BGE conditions

Run (x2) pH IS (mM) | Pa (psi) IPA (%)
1 5.0 20 0.4 0
2 7.0 20 0.4 10
3 5.0 60 0.4 10
4 7.0 60 0.4 0
5 5.0 20 0.8 10
6 7.0 20 0.8 0
7 5.0 60 0.8 0
8 7.0 60 0.8 10
9 6.0 40 0.6 5

pH; IS: ionic strength; Pa: additional pressure; IPA: isopropanol
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influences of the factors on responses

Table 3.2.52: Statistical analysis of results from the experimental design - p value of the

p-value
Capillary Factors Peak asymmetry | Peak capacity Area
pH <0.001 (-) 0.001 (+) 0.011 (+)
PAA IS <0.001 (-) <0.001 0.688 (-)
Pa 0.002 (-) <0.001 (+) <0.001 (-)
%IPA 0.01 (-) 0.22 (+) <0.001 (+)
pH 0.008 (-) 0.006 (+) 0.001 (+)
PVA IS 0.033 () <0.001 (+) 0.003 (-)
Pa 0.699 (+) 0.003 (+) 0.589 (+)
%IPA 0.386 (+) 0.004 (+) 0.08 (-)
pH 0.001 (-) 0.012 (-) <0.001 (+)
Neutral DMA- IS 0.126 (-) 0.436 (+) 0.283 (-)
GMA-MAPS Pa 0.102 (-) 0.033 (+) 0.039 (-)
%IPA 0.138 (-) 0.521 (+) 0.681 (-)
pH <0.001 () <0.001 (+) <0.001 (-)
Positive DMA- IS <0.001 (-) <0.001 (+) <0.001 (-)
GMA-MAPS Pa 0.009 (-) <0.001 (+) <0.001 (-)
%IPA <0.001 (-) <0.001 (+) 0.092 (+)
Red number: significative influence; (-) negative influence; (+) positive influence

135



Table 3.2.S3: Statistical analysis of results from the experimental design - significances of the

obtained correlations between studied factors and responses.

R2
Coating Peak asymmetry | Peak capacity Area
PAA 0.9448 0.9625 0.9857
PVA 0.7201 0.9232 0.9477
Neutral DMA-GMA-MAPS 0.8467 0.8119 0.8846
Positive DMA-GMA-MAPS 0.9882 0.9856 0.9888
Table 3.2.54: Physicochemical data of studied mAbs
mADbs ) pl Rf Class | Generation
(cm?/V.s) (Da) (nm)
Natalizumab 1.78E-04 7.8 2.2 149000 |[11.345| 1gG4 | Humanized
Pembrolizumab 1.85E-04 7.6 55 149100 |[12.915| 1gG4 | Humanized
Nivolumab 1.89E-04 8 24 146221 |[12.665| IgG4 Human
Infliximab 1.94E-04 7.6 3.1 149100 | 14.65 | IgGl Chimeric
Bevacizumab 1.96E-04 8.3 4.5 149000 |[16.735| IgGl | Humanized
Adalimumab 2.09E-04 8.9 1.2 148000 |11.545( IgG1l Human
Trastuzumab 2.09E-04 9.1 1.8 145421 12.44 | 1gG1 | Humanized
Pertuzumab 2.12E-04 9 3.3 148088 |10.805| I1gGl | Humanized
Ipilimumab 2.14E-04 9.2 4.3 148000 12.17 | 1gG1 Human
Rituximab 2.19E-04 94 3.7 145000 ([11.525| IgG1 Chimeric
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Conclusion du chapitre 111.2

Les expériences préliminaires réalisées dans cette partie expérimentale ont montré
I’importance de 1’étape d’optimisation de ringage, notamment a I’aide d’isopropanol (10%). Ceci a
permis d’améliorer les RSD du Tm et de ’aire du pic pour tous les revétements a 1’exception du
PEI Aussi, ce revétement a été exclu a 1’étape suivante. DMA-GMA-MAPS zwitterionique a été
exclu avant I’étude d’optimisation du ringage compte tenu des RSD tres important du Tm et de 1’aire
du pic. Un plan d’expérience a ensuite été réalisé sur 1’ensemble des revétements qui a permis
d’optimiser les conditions d’analyse par EC compatible avec la spectrométrie de masse. Ceci a
permis de définir les conditions d’analyse pour la suite des expériences. Le tampon d’analyse choisi
¢était donc constitu¢ d’un tampon ammonium acétate de force ionique 60 mM, a pH 5.8, avec un
pourcentage d’IPA de 5%. Une pression additionnelle de 0.5 psi a également été utilisée durant

I’analyse.

Les études de stabilité réalisées a 1’aide de I’infliximab par CZE-UV ont montré que le
polymere présentant la meilleure stabilité était le copolymére DMA-GMA-MAPS neutre avec le
plus faible RSD en termes d’asymétrie de pic, de Tm et de surface de pic. La capacité de
discrimination de ce revétement par CZE-UV a été testé a I’aide d’analyse statistique multivariée
en analysant 10 Acms thérapeutiques reconstitués. Les résultats obtenus ont montré que pour les
Acms a faible pl, il était possible de les discriminer en fonction de leur sous-types (IgG1 ou 1gG4)
et de leur rayon hydrodynamique. Cette méthode optimisee avec ce revétement DMA-GMA-MAPS
neutre a ensuite également été appliquée avec succeés pour la détection et la caractérisation
d’échantillon d’Infliximab dégradés par la lumiere ou 1’agitation par EC couplée a la spectrométrie
de masse en mode native. Les spectres obtenus apres analyse des échantillons stréssés montrent

qu’il a été possible de détecter des Acm dénaturés, natifs ainsi que des fragments d’anticorps.
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11.3. Analyse et caractérisation d’Acms thérapeutiques ; couplage simultané de la

SEC a une double détection par fluorescence et spectrométrie de masse.

Dans cette partie expérimentale, nous avons souhaité approfondir I’influence des différents
paramétres de spectrométrie de masse sur la formation artificielle de diméres afin de pouvoir
distinguer les dimeéres présents dans I’échantillon analysé de ceux formés artificiellement par
spectrométrie de masse. Pour cela, nous avons congu un systéme de SEC couplée simultanément a
la MS et a un détecteur de fluorescence pour la détection et la caractérisation de molécules dégradées

d’anticorps.

A T’aide de ce systéme, nous avons identifié les conditions expérimentales liées a la SEC-MS
(e.g. tampon, solvant organiques, températures d’ionisation) responsables de dénaturations et de
dimérisations artificielles et prévenant le plus possible les interactions avec la phase stationnaire.
Ceci a permis de proposer une méthode d’analyse des Acms par SEC couplée a la FLD et la
spectrométrie de masse limitant ces effets délétéres. La méthode ainsi developpée va donc permettre
d’identifier les monomeres dénaturés, natifs et les diméres présents dans 1’échantillon d’anticorps
soumis préalablement a un stress. Nous avons également vérifie que dans les conditions
expérimentales ainsi développées I’infliximab conserve son affinité pour sa cible biologique le
TNFa. Cette méthode SEC-FLD/MS a ensuite été appliquée a la caractérisation d’agrégats et de
monomeres denaturés présents dans un échantillon de trastuzumab stressé. Nous avons ensuite a
’aide de cette méthode séparative, separer et déterminer la quantité de monomeéres dénaturés par
rapports aux monomeres natifs en utilisant le couplage de la SEC a la mobilité ionique-MS

(IMS-MS).

Finalement, nous avons appliqué cette méthode de SEC-FLD/MS pour évaluer 1’influence des
conditions environnementales (agitation, lumiere, température) sur la dégradation de plusieurs

mADbs thérapeutiques.
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Article in preparation

Abstract:

Immunogenicity related to the degradation of therapeutic monoclonal antibodies (mAbs)
remains a major concern for their therapeutic efficacy and safety. Therefore, an analytical method
allowing characterization and detection of mAbs degradation is mandatory. In this study, a
simultaneous coupling of size exclusion chromatography (SEC) to native mass spectrometry (MS)
and fluorescence detector (FLD) is proposed to detect degraded therapeutic mAbs and biases of
structural changes (e.g. dimerization, denaturation) that may occur during native MS. A
comprehensive study on infliximab behaviors have been performed under different mobile phase
conditions (e.g. composition, pH, organic solvent, etc.) and MS parameters (e.g. gas temperatures,
CID energies, etc.). Experimental conditions avoiding artificial denaturation and/ or dimerization
have been defined. We have also demonstrated that under the developed conditions infliximab
affinity towards its biological target TNFa is preserved. In addition, using this method dimers,
denatured monomers and fragments could be detected in trastuzmab samples stressed by a long-
term storage. These results were confirmed by using SEC coupled to ion mobility mass spectrometry

as an orthogonal method for the detection of denatured monomer.
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Keywords: therapeutic mAbs, SEC-Native MS, SEC-IMS-MS, artificial dimerization and

denaturation, dimer, denatured mAb

Highlights:

- Intact therapeutic mAbs can be analyzed by SEC-FLD/MS under native conditions.

- We are able to discriminate artificial versus original dimers present in the sample.

- Under the SEC-MS conditions reported, Infliximab affinity to its biological target TNFa is
preserved.

- Online coupling of SEC to IMS-MS was performed to evaluate unfolded monomer in stressed

sample of trastuzumab.
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11.3.1. Introduction

Quality control of therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) in the hospital context plays a
pivotal role to ensure their efficacy and safety before administration to patients. Indeed, therapeutic
proteins such mAbs could induce immunogenic responses related to antidrug antibodies generated
by patients, leading to life threatening situations [1]. Immunogenicity may be provoked by mAbs
physical degradations such as unfolding, misfolding and aggregation that occur during their
preparation and/or storage [2,3]. Therefore, an accurate method able to detect and characterize these
physically degraded mAbs in reconstituted preparations is mandatory. For this purpose, methods
allowing detection of conformational/structural modifications and aggregates are required.
However, the detection of misfolded and/or weak non-covalent complexes assemblies of therapeutic
mADbs are still challenging considering their inherent complexity in terms of size and heterogeneity
and their relative instability upon analysis.

Native mass spectrometry (native MS) is nowadays one of the most valuable tool to
characterize, non-covalent mAbs interactions and mAbs intrinsically disordered [4-6]. However,
when mAbs are physically degraded, coexisting species i.e. folded, misfolded, unfolded or
aggregates can be found in the same infusion bag. Thus, mass spectra often show overlapping
distributions rendering data interpretation difficult. This is why, coupling of native-MS to a
separative method is of particular interest. Among separative methods, size exclusion
chromatography (SEC) which is based on differences in hydrodynamic radius, is considered as a
reference method to characterize, in complex mixtures, different components such as, high—
molecular weight species (HMWS) (i.e dimers, trimers, soluble oligomers), mAbs monomers and
low—molecular weight species (LMWS) (i.e mAbs fragments) [7]. In addition, combined to MS,
SEC is an online effective way to remove non-volatile molecules by a fast buffer exchange|[8].

SEC-Native MS or ion mobility spectrometry (IM) -MS methods have recently been reported

and employed to characterize antibodies [9-12]. These approaches are able to preserve non-
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covalent protein-protein interactions [13,14]. Recently, Ehkirch et al. has presented an innovative
4-dimensional method to characterize mAbs size variants with SEC x SEC - IM x MS. In this
configuration, the first SEC dimension, nonvolatile salt buffer was used for the separation whereas
the second SEC was for an online desalting step using volatiles buffers [15]. Although this set-up
renders SEC fully compatible to MS while maintaining SEC performance, it remains hardly
transferable for routine analysis of mAbs infusion bags at the hospital. The approaches frequently
employed to render SEC compatible to MS and to limit as much as possible the secondary
interactions between proteins and stationary phases employ high concentration of volatile buffers
(e.g. ammonium salts) in the mobile phase as well as volatile additives (e.g. organic solvent).
However, it is still difficult to prevent HMWS adsorption on the stationary phase [16], [17].
Moreover, artificial protein denaturation, association or oligomer dissociation may occur during the
separation due to some ESI native-MS parameters. This renders difficult to draw relevant
conclusions from MS data and evaluate the quality of the compounded therapeutic mAbs.

To elucidate the impact of analysis conditions and parameters on the modification of protein
structure (denaturation, unfolding), mAbs association or aggregate dissociation during SEC-ESI-
MS, we developed the simultaneous coupling of SEC to ESI-QTOF and fluorescence detector
(FLD). FLD detecting intrinsic fluorescence of mAbs brings indeed complementary information to
MS; (i) molecular weights of different species using a molar mass calibration curve and (ii)
molecules undetected by native MS (e.g. very high molecular weight, low mount species). In this
work, SEC-FLD/native MS conditions have been also evaluated to reduce mAbs affinity on SEC
stationary phases, to ensure high chromatographic performance and high MS sensitivity. The
different parameters (chromatographic conditions and MS) influencing artificial infliximab
oligomers formation have been deeply investigated.

Conditions avoiding analytical biases have been this way defined. We have also checked

Infliximab ability to interact with its biological target TNFa. Finally, this SEC method coupled to
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MS has been applied to stressed trastuzumab sample and revealed evidence of the trastuzumab
denaturation and dimerization. In addition, analysis of stressed trastuzumab sample by SEC-IMS-

MS also allowed to discriminate the denatured versus native conformation of trastuzumab.
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111.3.2. Experimental section

111.3.2.1. Chemicals, Reagents, and Samples.

Ultrapure Water, methanol, iso-propanol, acetonitrile, acetic acid and ammonium hydroxide
MS grade were obtained from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Ammonium acetate,
ammonium bicarbonate, ammonium formate MS grade, Phosphate buffered saline (PBS) and TNFa
were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Two commercially available mAbs were used: 150mg trastuzumab (Herceptin, Roche,
Switzerland) and 100mg infliximab (Inflectra, Pfizer, Belgium).

111.3.2.2. Sample preparation.

mADbs lyophilizate were first reconstituted with sterile water for injection to reach the initial
concentration required by the manufacturer (infliximab and trastuzumab at 10 mg.mL™ and
21 mg.mL™?, respectively). Then, each mAbs solutions was separately compounded in 0.9% NaCl
according to manufacturer guidelines. Polyolefin FreeFlex® bags for infusion containing 0.9%
NaCl were from Fresenius Kabi (France). The final concentration of mAbs solutions were
1.0 mg. mLt. The compounded mAb solutions were stored at 4° C and protected from light.
Compounding, reconstitution and sampling from bags were performed under aseptic conditions
using a laminar flow hood.

Stressed sample: Stressed Trastuzumab were prepared by storing reconstituted solutions
(1.0 mg.mL1) at 4°C for 6 months (protected from light).

111.3.2.3. TNFa-mAb incubation

Commercial TNFa was diluted in PBS buffer at pH 7.3 to obtain a concentration of 0.5 mg.
mL? (~ 10 pM). The TNFa solution was subsequently mixed with mAbs (molar ratio ranging from
1.4 /1 to 1/70) in an Eppendorf Protein Lobind tube and stirred (at 300 rpm, 37°C during 30 min)

using a Thermomixer C (Eppendorf, Hamburg, Germany).
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111.3.2.4. Fluorescence spectroscopy

The intrinsic fluorescence measurements of infliximab were performed with the FP-750
Spectrofluorometer (Jasco Inc, Easton, MD, USA). Excitation wavelength was set at 280 nm and
emission has been registered from 295 nm to 450 nm

111.3.2.5. SEC-FLD/MS

SEC-FLD/MS experiments were performed using a 1260 Agilent UPLC, 1260 FLD detector

(Xenon lamp) and ESI-QTOF 6540 mass spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). An Agilent Bio SEC-3 column (3um, 300 A°, 4.6 x 300 mm) was used. Agilent Mass Hunter
B.07.00 software was employed to analyze the MS data.
To hyphenate SEC with both ESI-MS and FLD, a post-column splitting flow was set up with a 99:1
(v/v) splitter. The flow rate was set to obtain the same retention time for one given peak using both
MS or FLD detection. The mobile phase was pumped at 300 pL.min?. FLD detection was
performed at Aex = 280 nm, and Aem 350 nm.

For MS detection, the positive ionization mode was chosen. Nebulizer pressure was set at 25
psig. Transferred capillary, nozzle, fragmentor and skimmer voltages were set at 2500 V, 2000 V,
200 V and 80 V respectively. Profile mass spectra were collected from 1000 to 10000 m/z with an
acquisition rate of 0.4 spectrum.s™.

111.3.2.6. SEC-IMS/MS

SEC-IMS-MS experiments were performed on a HPLC Acquity (Waters, Manchester, UK) and
a QToF instrument (Synapt G2-Si, Waters Company, Manchester, UK) equipped with a traveling
wave ion mobility guide. The column and mobile phase conditions were similar for those for SEC-
FLD/MS.

Acquisition of mass spectra were carried out at m/z ranging from 2000 to 14.000 and analyzed

in the positive ion mode under “near-native” condition. The instrumental parameters were: capillary
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voltage = 4.5 kV, sampling cone = 150 V, source offset = 150 V, nebulization gas pressure = 5 bar,
source temperature = 40 °C, desolvation temperature = 75 °C. The drift gas was nitrogen. T-wave
parameters were: Trap gas flow = 2 ml/min; IMS gas flow = 45 ml/min, Trap wave velocity = 300
m/s, Trap wave height = 4 V, He cell gas flow = 120 ml/min, IMS wave velocity = 800 m/s, IMS
wave height = 40 V, Transfer wave velocity = 110 m/s and Transfer wave height = 4 V. Calibration
was performed using sodium trifluoroacetate. Averaged RMS deviation was around 20 ppm for
“native” analyses. After recording ion mobility data, we extracted all information, such as mass to
charge ratios (m/z), drift times (ts) and intensities, using the peak detection procedure of
Driftscope™ software. All the data were gathered in a raw data file (.csv). Then our home-made
script allowed extracting information only related to a-Syn* by entering its average molecular mass,
the m/z accuracy and limits of the charge states distribution. This allowed us to rapidly process the
data and plot Q =f (z) (2 = CCS = collisional cross sections; z = charge state) graphs to reveal the

conformational landscape properties.
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111.3.3. Results and discussion

The impact of the SEC-MS experimental conditions on fresh infliximab (1.0 mg.mL™) physical
degradations (i.e. denaturation, dimerization) was investigated by coupling SEC, with a post-column
splitting, to a double detection (FLD and native MS). An optimization of the mobile phase
composition has been performed to avoid as much as possible artificial mAbs denaturation,
association or aggregate dissociation during Infliximab analysis. For native MS, near-physiological
conditions as well as soft ionization parameters have been employed to preserve initial conformation
and weak noncovalent interactions.

111.3.3.1. Optimization of mobile phase buffer for nondenaturing SEC-FLD/MS

111.3.3.1.1.  Influence of mobile phase buffer electrolytes

We evaluated the influence of the mobile phase buffer at different pHs and ionic strengths on
mAbs behavior. At pH 3.0 (acetic acid 100 mM), we can observe by SEC-FLD that the retention
time is 6.41 min, whereas at pH 6.0 (ammonium acetate 100 mM), it is increased to 9.27 min
(Figure 3.3.1 A). This tr shift clearly results from the denaturing effect of acidic mobile phase (pH
3.0) leading to Infliximab unfolding and an increase of its hydrodynamic volume. The native-MS
detection, at pH 3.0 (acetic acid 100 mM), showed that infliximab fresh sample exhibited a bimodal
spectrum with two distinct envelopes. The first envelope of monomers exhibiting very high charge
state distribution (CSD) ranging from 29+ to 60+ ions (Figure 3.3.1 B) confirms the infliximab
denaturation which exposes a higher number of charges on its surface. The second envelope has a
much lower CSD from 21+ to 29+ ions. According to Rayleigh limit [18], a native form of folded
monomer theoretically displays a low charge-density with a narrow CSD with a maximum charge
state (Z) estimated at 30+. These results were confirmed by analyzing other therapeutic mAbs (i.e.
Rituximab, Bevacizumab, Pembrolizumab, Pertuzumab and Nivolumab) which also exhibited CDS

at 30+ (data not shown).
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At near-neutral pH (6.0) and whatever the buffer employed (ammonium acetate, ammonium
formate or ammonium bicarbonate) only one peak of monomeric infliximab, exhibiting the same tr,
was observed by SEC-FLD/MS., native-MS analysis of this monomeric fraction showed that
Infliximab analyzed with ammonium acetate (100 mM) exhibited one envelope centered at 28+
corresponding to the folded monomer but also additional one related to dimers formed artificially
by MS conditions (Figure 3.3.1 C). At the same pH with ammonium formate buffer (100 mM), in
the monomeric fraction, a partial infliximab unfolding was observed in MS, probably due to a pH
transition from pH 6.0 in aqueous phase to pH near pKa 3.7 (formic acid) in the gas phase
(Figure 3.3.1 D). Dimers were also observed with ammonium formate buffer. Concerning
ammonium bicarbonate buffer (100 mM, pH 6.0), this tended to fully denature protein during the
ionization. Indeed, two envelopes were observed in the monomeric fraction, one with a 49+
(unfolded form) and the second with charges centered at 30+ (Figure 3.3.1 E). Both envelops could
be related to different unfolded or partially unfolded forms. This phenomenon is probably caused
by the interaction between proteins in bicarbonate buffer and CO> outgassing during ESI leading to
bubbles production. Heating and bubbling synergistically induce protein unfolding as explained by
Hedge and colleagues [19].

In our SEC-MS experiments, the dimerization phenomenon of Infliximab has been observed
with most of the mobile phases tested except ammonium bicarbonate (Figure 3.3.1 B, C, E). Since
ammonium bicarbonate buffer tends to denature proteins, ammonium acetate buffer (100 mM, pH

6.0) has been chosen.
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Figure 3.3.1: Online SEC-FLD/native MS analysis of Infliximab (A) SEC-FLD chromatogram
using 100mM acetic acid pH 3.0 mobile phase (blue trace) and 100mM ammonium acetate pH 6.0
mobile phase (black trace). Mass spectra of monomeric Infliximab at different mobile phase (B)
100 mM acetic acid pH 3.0, (C) 100 mM ammonium acetate pH 6.0, (D) 100 mM ammonium
formate pH 6.0, (E) 100 mM ammonium bicarbonate pH 6.0.

Column: BioSEC-3, (4.6 mm x 300 mm, 300 A, particle diameter 3 pm); Flow rate: 300 pL.min;
FLD: Aex = 280 nm, Aem = 350 nm. MS condition: drying gas. 250 °C — 6 L min™%, sheath gas 200 °C
— 6L min!, nebulizer pressure 15 psig, transferred capillary, nozzle, fragmentor and skimmer
voltages were set at 3500 V, 1500 V, 175V and 65 V respectively
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111.3.3.1.2.  Influence of organic solvents on FLD and MS signal

Organic solvent are often employed in SEC mobile phases to limit the hydrophobic non-specific
interaction of protein to stationary phases, and also to enhance the MS ionization efficiency [17].
However, a high percentage of solvent could induce; (i) protein denaturation, (if) modification of
the protein equilibrium between folded and unfolded states, (iii) fluorescent properties modification
and (iv) dissociation of non-covalent oligomers. The influence of organic solvents on infliximab
fluorescent signal has been first evaluated by adding 10% organic solvent in the compounded
infliximab. Both isopropanol (IPA) and acetonitrile (ACN improved the intrinsic fluorescence
intensity of infliximab whereas the signal was reduced with methanol (MeOH) (Figure 3.3.2 A). In
addition, a slight shift of emission maximum (from 345 nm to 337 nm) was observed with MeOH
and ACN (Figure 3.3.2 B). Then, organic solvents (10 %) were added to the mobile phase
(ammonium acetate 100 mM pH 6.0). FLD detection showed that infliximab peak area was higher
with ACN compared to IPA and MeOH (ACN > IPA > MeOH) (Figure 3.3.3), while infliximab
peak shape and retention time were similar with the three solvents. With MS detection, IPA addition
provided the highest infliximab signal which was approximately 2 and 5-fold higher compared to
MeOH and ACN, respectively. Therefore, IPA has been chosen for the following experiments. Most
importantly, MS detection showed that a self-association of monomeric mAbs was observed

whatever the organic solvent employed.
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Figure 3.3.2: (A) Fluorescence emission spectra and (B) Fluorescence second derivative spectra
when organic solvent is added in the compounded Infliximab (1 mg.mL™) (Aex = 280 nm,
(Aem =295 — 450 nm).

The influence of IPA % in mobile phase from 5-30% (v/v) has been also evaluated. Retention
times, peak shape and peak area remained all constant for infliximab with the FLD detection. On
the contrary, in native-MS, by increasing IPA % (from 5 to 30%) the ionization efficiency of
infliximab monomer increased by 1.5-fold while artificial dimerization strongly increases by 2-fold.
In addition, possible dissociation of aggregates has been reported by previous studies [20].
Therefore, 10 % has been chosen as a compromised condition enhancing MS-sensitivity and

limiting hydrophobic interactions while avoiding the unwanted mAb conformational changes.
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Figure 3.3.3: Comparison of different organic solvent in mobile phase, ACN, MeOH, IPA. Online
SEC-FLD/native MS analysis of fresh infliximab with mobile phase containing 10% organic
solvent: Mass spectra intensity (orange histogram) and peak area measured by FLD detector (blue
trace) of Infliximab monomers.

Mobile phase: ammonium acetate 100 mM, pH = 6.0, 10 % organic solvent (v/v), other experimental

conditions as mentioned in Figure 3.3.1.

111.3.3.1.3.  Influence of mobile phase ionic strength, pH and temperature

Ammonium acetate buffers at pH 5.0 to 7.0 with ionic strengths ranging from 60 to 200 mM
have been then tested. High pHs and high ionic strengths increase slightly FLD signal while MS
signal remained unchanged. Temperature was varied from 20°C to 40°C and no significant
difference either on fluorescence or MS signal were observed. Finally, a mobile phase with 150 mM
ammonium acetate pH 6.5 has been chosen for mAbs analysis by SEC. FLD detector showed that
infliximab exhibits a slight tailing peak (As = 1.3) in this condition. The method has been validated
with Infliximab in term of specificity, repeatability (tr and peak area of the monomer: 0.03 and 0.22
% RSD respectively), intermediate precision (tr and monomeric infliximab peak area: 0.05 and 0.52
% RSD, respectively). The fractionation domain of this column was found linear from 29 kDa to

669 kDa (R? = 0.9888).
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111.3.3.2. Optimization of MS parameters

In the second part of the study, we investigated the ionization and desolvation conditions with
the optimized mobile phase to improve the sensitivity and prevent as much as possible mAb
structural changes bias. Gas temperatures (sheath gas and drying gas) were found to be the most
critical parameters for infliximab ionization. High gas temperatures enhance ionization efficiency
and ions transmission compared to low gas temperature. However, in the same time, high
temperatures increase the artificial denaturation and dimerization risks during the ionization
process. Especially, low sheath gas temperature (i.e. 100°C) combined with high drying gas (i.e.
350°C) could reduce the dimerization rate. In contrast, high sheath gas temperature (i.e. 300°C) with
low drying gas temperature (i.e. 150°C) increased the dimerization rate. It could be hypothesized
that high sheath gas favors ionization, but low drying gas temperature leads to a poor desolvation
and low ions transmission resulting in an increasing dimerization rate. In-source CID plays also a
role in desolvation assist and adduct elimination [21]. We have demonstrated that dimer artefacts
were diminished at 25 V and disappeared with collision energy at 100 V (Figure 3.3.4). At in-source
CID voltage above 100 V, fragmentation of intact infliximab has been observed. Finally, we have
chosen 150 °C for sheath gas and 250 °C for drying gas and 100 V for collision energy. When these

conditions were employed, no dimerization and denaturation-bias has been observed.
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Figure 3.3.4: Mass spectra of monomeric Infliximab fraction at different voltages of in-course CID.
(A), 0V, (B) 100 V.
Mobile phase: ammonium acetate 150 mM, pH = 6.0 (10% IPA), other experimental conditions as

mentioned in Figure 3.3.1.

111.3.3.3. Interaction TNFa and INF

In order to verify that infliximab is maintained under its native states and able to establish
interactions with TNFa, it biological target, in the SEC-FLD/MS conditions previously developed.
A constant concentration of infliximab at 6.7 uM (1 mg.mL™) has been incubated during 30 min at
37 °C with an increasing concentration of TNFa (52kDa) ranging from 0.1 uM to 10 uM. The results
obtained showed that at ratio (1/70, TNFo/infliximab mole/mole) a main peak corresponding to
monomeric infliximab (tr 9.2 min) observed by SEC-FLD (Figure 3.3.5 A). Ratio 1/14 showed two
peaks, one monomeric infliximab and a second peak that could correspond to a complex TNFa-
infliximab. Based on the tr obtained by FLD, the molecular weight of this complex observed at ratio
1/14 could be estimated at 1000 kDa. At ratio 1/2.8 four main populations could be observed, with

one main peak corresponding to monomeric infliximab and three populations corresponding to
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different types of complex between infliximab and TNFa. By increasing further, the ratio TNFa
versus Infliximab (1/1.4, 1.4/1) all the molecules of infliximab are interacting with TNFa
suppressing thereby the peak corresponding to infliximab and only two types of hetero-oligomer
complex between TNFa and Infliximab are evidenced. These results showing hetero-oligomer
complexes composed by TNFa-infliximab related to the increasing the TNFa vs infliximab ratio
confirm the specific interaction of infliximab towards TNFa. Moreover, we could hypothesize that
the variation of the number of hetero-oligomers is related to a transition state of TNFa-infliximab
complex by increasing the TNFa level. With the obtained results, we can conclude that the mobile
phase containing 10 % IPA in 150 mM acetate ammonium pH 6.0 does not disrupt the non-covalent
interaction between TNFa and infliximab. However, theses complexes detected by FLD could not
be seen by native-MS with developed method using ammonium acetate due to the limited mass
range detection of QTOF6450 for the ions above 10 000 m/z. Therefore, in order to determine the
composition of these complexes, the ammonium bicarbonate buffer inducing protein denaturation
and potentially dissociation of non-covalent interactions in native-MS have been employed to

analyze TNFa-Infliximab complexes at ratio (1:2.8).
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Figure 3.3.5: (A) SEC Chromatograms of TNFa/Infliximab mixtures at different ratios.
Online SEC-native MS analysis of TNFa / Infliximab mixture at ratio 1:2.8, Mass spectra of (B)
TNFa, (C) TNFa /Infliximab complex at 7.2 min and (D) TNFa : INF complex at 6.3 min

(M), (D), (T), (Te) are monomeric, dimeric, trimeric and tetrameric forms of TNFa, respectively
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Mobile phase: ammonium bicarbonate 150 mM pH 6.5 (10% IPA). Column: BioSEC-3, (4.6 mm x
300 mm, 300 A, particle diameter 3 pm); Flow rate: 300 pL.min™; FLD: Aex = 280 nm,
Aem = 350 nm.

MS conditions: MS condition: drying gas. 250 °C — 6 L min™, sheath gas 150 °C — 6L min,
nebulizer pressure 25 psig, transferred capillary, nozzle, fragmentor and skimmer voltages were set
at 2500 V, 2000 V, 300 V and 80 V respectively

FLD detection showed that similar retention times and chromatographic profiles between
ammonium bicarbonate buffer (pH 6.5 150 mM) and ammonium acetate (pH 6.5 150 mM) buffer.
The TNFa homotrimer state eluted at 10.9 min (Figure 3.3.5 A) was partially dissociated in ESI-
process and homotrimers, dimers and monomers have been identified in MS spectra
(Figure 3.3.5 B). The TNFa-infliximab complexes were also dissociated in this MS conditions. In
the complex eluted at 6.3 min, we observed high intensities of TNFa monomers and trimers
overlapping the denatured infliximab envelop (Figure 3.3.5 C). The complex eluted at 7.2 min
dissociated under ESI process release mainly denatured INF and a minor signal of monomer TNFa,
(Figure 3.3.5 D). These results assessed that mAbs and TNFa, are able to interact under the mobile
phase conditions optimized for SEC-FLD/MS

111.3.3.4. Analysis of Trastuzumab stressed samples

The SEC-FLD/MS developed method has been employed to analyze a stressed sample of
trastuzumab (1.0 mg.mL™?) (storage at 4°C during more than 6 months). In the fresh sample, only
one peak of monomer was detected by FLD with a mass spectrum displaying a low CSD centering
at 27+ (Figure 3.3.7 A). For the stressed sample, the trimers (tr 7.2 min), dimers (tr 7.9 min),
monomers (tr 9.2 min) and fragments (tr 11.0 min, MW~ 50 kDa), were detected by FLD

(Figure 3.3.6 A) while native MS detects monomers and dimers but no trimers (Figure 3.3.6 B).
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Figure 3.3.6: On-line SEC-FLD/native MS analysis of stressed trastuzumab upon long-term storage
(4°C during more than 6 months). (A) Fluorescent chromatogram and (B) Total ion current (TIC)
of stressed trastuzumab analysis, (C) TIC of monomeric peak (from 9.0 to 10.5 min), (D) XIC profile
of native Trastuzumab (tr = 9.2 min), (E) XIC profile of denatured trastuzumab of monomer peak
(tr=9.8 min).
Experimental conditions as mentioned in Figure 3.3.5.

In monomer fraction of the stressed sample eluting from 8.8 min to 10.3 min (Figure 3.3.6 C),
the total ion current (T1C) showed two peaks (tr 9.2 and 9.8) corresponding to monomers showing
a bimodal mass spectrum with two envelops by native MS (Figure 3.3.7 C). Considering the elution
time of each peak, extracted-ion chromatogram (XIC) profile of the monomer displayed a peak
eluted at 9.2 min (Figure 3.3.6 D) with a main envelop exhibiting a mass/charge ratio ranging from
5000 m/z to 6200 m/z and a charge state centered at 27+ that could correspond to the folded one
(Figure 3.3.7 B). This is assessed by the similar charge state displayed by the fresh Trastuzumab
sample (centered at 27+) (Figure 3.3.7 A). The XIC profile of the peak eluted at 9.8 min
(Figure 3.3.6 E) showed a mass spectrum with a major signal corresponding to a degraded monomer
with m/z ranging from 4200 to 5000 m/z) with a deconvoluted mass corresponding to 104170 Da

(Figure 3.3.7 B). The slightly higher tr of the unfolded trastuzumab, could be explained by the
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unfolded mAbs exposing charges and hydrophobic moieties rendering them prone to interact with
the stationary surface of the column (based on silica coated by a hydrophilic layer). Both species
folded and unfolded exhibited a poor chromatographic resolution. The dimers exhibited a mass
spectrum ranging from 6000 to 8500 m/z with a deconvoluted mass corresponding to 296 815 kDa

with the charges centering at 41+ (Figure 3.3.7 C).
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Figure 3.3.7: On-line SEC-FLD/MS analysis of trastuzumab (A) mass spectra of fresh sample (B)
Mass spectra of stressed trastuzumab - peak monomer at tr 9.2 min in Figure 3.3.6 D. (C) Mass
spectrum of stressed trastuzumab - peak dimer tr 7.9 min in Figure 3.3.6 B.

Experimental conditions as mentioned in Figure 3.3.5.

To better understand the results obtained by SEC FLD native MS, this stressed sample was
analyzed by the SEC hyphenated online to ESI-IMS-MS Synapt G2-Si Water. For non-denaturing
experiments, instrumental and hardware parameters of IMS-MS were optimized to obtain the best

average signal to noise ratio for all the protein complexes while preserving intact the quaternary
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structures. In the monomer fraction, mass spectrum showed intact antibody having an average

molecular weight of 148 455 + 40 Da as well as a degraded form with an average molecular weight

of 101 207 Da (Figure 3.3.8 A). Since ion mobility data were recorded in the same time, we were

able to describe the conformational landscape of the intact antibody (Figure 3.3.8 B). This plot

displays the collisional cross sections (CCS) of the molecule as a function of the charge state

(CCS =1 (2)). The obtained CCS showed that 3 different conformations (CF1, CF2, CF3) of intact

trastuzumab exist in this monomeric fraction (Figure 3.3.8 B). CF3 exhibits a low CCS

(3800-5000 A?) and low CSD ranging from 24+ to 30+ which corresponds to folded monomer.

Reversely, CF1 and CF2 exhibit higher CCS (more than 5000 A?) and higher charges

(from 28+ to 32+) which could correspond to the modified conformational monomer. These results

assessed the co-existence in the sample of folded and unfolded mAbs.
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Figure 3.3.8: (A) Mass spectra monomeric peak of stressed Trastuzumab analyzed by SEC-IM-MS.

(B) Collision cross section of intact trastuzumab monomer.

Mobile phase conditions and column as mentioned in Figure 3.3.5. IM-MS conditions as mentioned

in experimental section.
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111.3.4. Conclusion

Here we developed a method based on online hyphenation SEC-FLD/MS that is suitable for
application of therapeutic mAbs quality control. This method allowed characterization of degraded
molecules from mADbs (i.e. dimer, fragment, unfolded monomer) in the infusion bag within a single
analysis. This is not possible with the methods currently employed in hospital i.e. SEC-UV, visual
control or FIA. In-depth studies in analysis condition have been performed to understand the
eventual artificial conformational changes of mAbs with this method. This set-up thereby allowed
the discrimination of mAbs artificial dimer formed during the MS analysis from aggregate species
originally present in the sample. Additionally, an online hyphenation of SEC to IMS-MS was
performed to qualitatively confirm the presence of unfolded monomer in trastuzumab stressed

sample.
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Conclusion du chapitre 111.3

En conclusion, les travaux réalisés nous ont permis d’identifier les conditions expérimentales
responsables de la formation artificielles de dimeéres. Ceci nous a permis pour la suite des
expériences de développer la phase mobile suivante ; ammonium acétate 100 mM pH 6.0, 10 %
acétonitrile. Cette phase mobile a été choisi en analysant I’influence des différentes phases mobiles

a base d’ammonium acétate, bicarbonate ou formiate.

Nous avons également montré que I’infliximab dans les conditions expérimentales ainsi
développées conserve sa capacité a interagir avec sa cible biologique le TNFa. Cependant, la
méthode ne nous permet pas de déterminer précisément I’affinité de I’infliximab pour le TNFa et

donc si la structure tridimensionnelle est totalement conservée dans ces conditions expérimentales.

La méthode a ensuite été appliquée a 1’analyse d’un échantillon de trastuzumab stressé,
permettant d’identifier la présence de monomeres, dimeres, triméres et des fragments par SEC-
FLD/MS. L’analyse simultanée par spectrométrie de masse en mode native a permis de confirmer
la présence de monomeéres, natifs et dénaturés ainsi que la présence de diméres. En revanche, il n’a
pas été possible de confirmer par spectrométrie de masse la présence des trimeres. Ceci est lié aux

limites de I’appareil de spectrométrie de masse.

Dans le chapitre suivant, nous avons évaluer I’impact d’un stress (UV) sur le comportement de
différents anticorps thérapeutiques en utilisant le méthode SEC-FLD/MS développé dans ce

chapitre.
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111.3.5. Influence of light to degradation and aggregation to multi therapeutic

monoclonal antibodies

This study aims at evaluating the influence of environmental factors on the stability of

therapeutic mADbs in the hospital context. This is why, the temperature (4°C, 10 days; 20 °C, 7 days

and 37°C, 3 days), agitation (horizontal agitation at 1000 rpm during 7 hours) and light (UV 365

nm for 24 hours) have been chosen to induce the degradation of therapeutic mAbs. The developed

SEC-FLD/native-MS has been employed to detect the eventual degraded molecules (denatured

monomer and aggregates) from stressed samples. The obtained results after heating and agitation

did not shown any detection of the physical degradation (Data not shown). After UV light,

denaturation and aggregation of all the studied mAbs have been observed. Therefore, the

experiments presented hereafter are related to UV stress.

Five commercially therapeutic mAbs at different classes and generations were employed for

this study (Table 3.3.1): pertuzumab (30 mg/mL, Perjeta) ; infliximab (100 mg, Inflectra) ;

nivolumab (10 mg/mL, Opdivo), ipilimumab (5mg/mL, Yervoy) and pembrolizumab (25 mg/mL,

Keytruda).

Table 3.3.1: List of studied therapeutic mAbs

mADbs MW (Da) Class Generation
Pembrolizumab 149100 IgG4 Humanized
Nivolumab 146221 IgG4 Human
Infliximab 149100 IgG1l Chimeric
Pertuzumab 148088 lgG1 Humanized
Ipilimumab 148000 lgG1 Human

The mAbs solutions were separately compounded using 0.9% NaCl solution to reach a final

concentration of 1 mg.mL* (see Experimental section of Article 2). The solutions were aliquoted

into Eppendorf protein Lo-bind (200 pL/Eppendorf) and then submitted to the UV 365 nm with the

169



UV BiolinkBLX (Fischer Scientific, MA, USA) for 5, 10, 16 and 24 hours (triplicate at each

condition) at room temperature.

The stressed samples were analyzed by SEC-FLD/MS (See experimental section of Article
3). A mobile phase composed by 150 mM ammonium acetate and isopropanol (90/10, v/v) at pH
6.5 has been chosen for Infliximab, Nivolumab and Pertuzumab. With this mobile phase, a broad
peak has been observed for Ipilimumab and Pembrolizumab probably related to their high
hydrophobic property (See supporting information of Article 2). Therefore, a higher isopropanol
percentage in mobile phase has been used for the analysis of Ipilimumab and Pembrolizumab (150

mM ammonium acetate and isopropanol, 85.5/14.5, v/v) at pH 6.5.

The analytical methods have been validated in terms of specificity (FLD and MS signal);
repeatability, intermediate repeatability and linearity (only with FLD signal). For repeatability and
intermediate repeatability, the relative standard deviation (RSD) of peak area and retention time for
mADb were below 2.0 %. An excellent linearity was obtained for peak area for an injected amount
of mAbs ranging from 1.0 to 20.0 pg. (Table 3.3.2). The amount of monomeric mAb after being
stressed will be estimated. Log MW vs retention time of standard proteins (ranging from 29 kDa to
669 kDa) in the column fractionation domain has been performed (Figure 3.3.9).

Table 3.3.2: Slopes, intercepts and coefficients of linear regression of mAb monomeric peak area
in terms of mAb quantity concentration

Ipilimumab | Pembrolizumab | Infliximab Pertuzumab Nivolumab
Intercept 97.79 43.38 10.53 149.61 160.70
Slope 263.36 132.09 167.62 242.98 201.26
R? 0.9987 0.9995 0.9993 0.9963 0.9956
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SEC Calibration curve (29-670 kDa)
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Figure 3.3.9: Calibration curve of log MW vs retention time of standard proteins (Carbonic
anhydrase, 29 kDa; Ovalbumin, 46 kDa; BSA, 66 kDa; Phosphorylase B, 97 kDa; Alcohol
dehydrogenase, 150 kDa; B-Amylase, 200 kDa and Thyroglobulin, 670 kDa)

The obtained results SEC-FLD/native MS showed that (i) the aggregates, fragments have
detected by FLD detector (Figure 3.3.10-11); and (ii) denatured monomers by MS (Figure 3.3.12).

Moreover, different behaviors of mAbs under light stress have been observed.

e Aggregation of therapeutic mAbs

Aggregation profiles were showed in Figure 3.3.10. Pembrolizumab seems to be more stable
compared to other antibodies since only small peaks corresponding to dimers and trimers have been
detected after a 24 h stress (Figure 3.3.10 B). We have detected higher signals of dimers and trimers
(and/or higher molecular weight species) after 5 hours and 10 hours of stress, respectively for
Ipilimumab, Infliximab, Pertuzumab and Nivolumab. The fragments were detected after 16 hours
of stress for Infliximab and after 24h for Ipilimumab, Pertuzumab and Nivolumab

(Figure 3.3.10 A, C, D, E).
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Figure 3.3.10: Chromatograms (SEC-FLD) of stressed mAbs. On the Figures, >T, D, M and F
correspond to trimer and/or higher molecular weight species, dimer, monomer and fragment,

respectively. (A) Ipilimumab, (B) Pembrolizumab, (C) Infliximab, (D) Pertuzumab and (E)
Nivolumab (Analysis condition: Experimental section).

172



Therefore, the aggregation kinetic could be evaluated. The variations of peak area for monomer

and small aggregates vs time under UV light are depicted Figure 3.3.11.
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Figure 3.3.11: Diagrams of different species obtained from peak area with fluorescence signals of
stressed mAbs (A) Ipilimumab, (B) Pembrolizumab, (C) Infliximab, (D) Pertuzumab and (E)

Nivolumab
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- Denaturation of therapeutic mAbs

SEC coupled to native MS allow discrimination between native and unfolded mAbs. Indeed,
a denatured (or unfolded) monomer exhibited a higher charge state distribution and were founded
at lower mass-to-charge ratio compared to native/folded monomers. In this study, denatured mAbs
have been detected after 5 hours of stress for Ipilimumab, Infliximab, Pertuzumab; and 16 hours for
Nivolumab. The signals corresponding to denatured state increased with the time stress duration.
We present hereafter the mass spectrum of monomeric fraction after 24 hours of UV stress

(Figure 3.3.12). The denatured monomer was not detected in the case of pembrolizumab.
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Figure 3.3.12: Mass spectrum of monomeric fraction of stressed mAbs. The signals in red circle
correspond to the envelop of denatured monomer.
(A) Ipilimumab, (B) Pembrolizumab, (C) Infliximab, (D) Pertuzumab and (E) Nivolumab

174



We can conclude from these experiment that mAbs exhibit a different behavior under the
UV stress. Indeed, the influence of the light to the stability of 1gG1 has been reported. A study
demonstrated that the light induced the chemical changes by oxidation of tryptophan, tyrosine,
phenylalanine or cysteine leading to promote the cross-linking reactions and therefore the
aggregation [B.A. Kerwin, et al., J Pharm Sci. 96, 2007]. However, Hernandez-Jiménez et al.
showed that the number of these amino acids in the primary structure could not allow to explain the
different profiles of aggregation of five therapeutic studied mAbs [J. Hernandez-Jiménez, et al., J
Pharm Sci. 105, 2016]. That is why, the photodegradation of the therapeutic mAbs should be related
to their higher-order structure and their formulation excipients [J. Hernandez-Jiménez, et al., J

Pharm Sci. 105, 2016].
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PARTIE IV : CONCLUSION et PERSPECTIVES

La détection d’agrégats d’Acm est indispensable pour assurer la qualité, la sécurité et
I’efficacité des Acms thérapeutiques. Dans cette thése, nous nous sommes intéressés plus
particulierement aux agrégats en phase précoce (dimere, trimere, oligomere) et aux états
intermédiaires des anticorps avant le stade de 1’agrégation. Des méthodes analytiques utilisant
I’approche « native » MS ou les conditions dénaturantes sont limitées couplée avec la CZE et la
SEC, ont été donc développées avec succes pour ces objectifs. Avec ces deux méthodes, nous avons
détecté plusieurs conformations d’anticorps sous forme monomérique (dénaturés ou non) ou
dimérique ainsi que des fragments. En effet, grace aux conditions presque neutre de MS permettant

de conserver la structure, ces conformations ont été séparées et détectées.

La méthode CZE-native MS utilisant le revétement PB-DS-PB a montré sa capacité a analyser
I’infliximab dans ses différents états et a étudier le mécanisme d’agrégation de cet anticorps lorsqu’il
est soumis a un stress. Dans un deuxieme temps, nous avons identifié un revétement covalent stable,
le DMA-GMA-MAPs neutre, permettant d’analyser des anticorps thérapeutiques. Celui-ci s’est
révélé tres stable et un grand nombre d’analyses ont pu ainsi étre réalisées en CZE-UV. La
robustesse de cette méthode CZE-MS utilisant ce capillaire a été confirmé en analysant un
¢échantillon d’infliximab stressé sur deux instruments CE-MS qui se situent dans deux laboratoires
différents. Néanmoins, un prétraitement par dialyse de I’échantillon d’infliximab est encore
nécessaire pour obtenir une détection sensible en MS. Cependant, nous avons également constaté
qu’un tampon d’analyse en condition presque « native » ne permettait pas de réaliser une séparation
compléte des différentes conformations d’Acm par EC lorsque ce revétement est utilisé.
Récemment, I’équipe de Professeur Neususs a 1I’University Aalen (Allemagne) a développé et utilisé
I’EC bidimensionnelle couplée a la MS pour 1’analyser des glycanes et des protéines intactes. Avec

cette technique, la premiere dimension EC utilise une condition classique pour obtenir une meilleure
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séparation dans le capillaire, puis la fraction désirée est piégée puis analysée en deuxiéme dimension
par CE avec une condition compatible a la MS. Ainsi, la méthode CZE-native MS semble tres

prometteuse pour I’analyse d’anticorps thérapeutiques.

L’intérét de la SEC-native MS pour le contréle qualité des Acms thérapeutiques a été également
démontrée. Notre double détection FLD et MS ont permis d’étudier plusieurs conformations
d’anticorps de maniére qualitative et quantitative. Les avantages de cette méthode par rapport a
CZE-MS reposent sur la possibilité d’analyser directement un échantillon d’ Acm reconstitué sans
prétraitement et d’appliquer en routine grace au grand choix de chaines LC-MS et colonnes SEC
existant a I’heure actuelle. De plus, 1’utilisation de la SEC bidimensionnelle-MS est une excellente
option pour éviter toute sous-estimation d’agrégats et une mauvaise résolution chromatographique
en utilisant les conditions non-dénaturantes. A 1’heure actuelle, des chaines LC-2D sont disponibles
chez les fournisseurs Agilent, Waters, etc. Ceci permettrait d’appliquer cette méthode pour le
contrdle qualité des Acms thérapeutiques non seulement dans 1’industrie pharmaceutique mais aussi

a I’hopital.

Finalement, les altérations conformationnelles ont été détectées par native MS lorsque les
anticorps étaient soumis a certaines conditions de stress (e.g. stockage a long terme, UV).
Cependant, le niveau de structuration de ces conformations est encore inconnu. Pour cela dans le
futur, nous souhaiterions utiliser des méthodes orthogonales afin de trouver une corrélation entre le
niveau structurel d’anticorps et les états de charges observés en native MS. Les méthodes permettant
I’évaluation de la structuration de protéine comme le dichroisme circulaire, 1’échange
hydrogene/deutérium couplé a la spectrométrie de masse (HDX-MS), la calorimétrie différentielle
a balayage, la spectroscopie de fluorescence et la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

pourraient étre employées.
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