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I Introduction

Les anticorps monoclonaux constituent une classe thérapeutique qui connait le plus
fort taux de développement actuel dans le domaine des biotechnologies pharmaceutiques.
Plus de 30 immunoglobulines et dérivées ont obtenues une AMM ces 20 dernieres années
dans des indications variées (oncologie, hématologie, inflammation, transplantation etc). En
2010, ils représentaient un marché estimé a plus de 50 milliards de dollars (La Merie 2010)
et leur proportion dans le marché des biomédicaments a atteint 20% en 2011 (Leem 2012).

Le couplage a un agent cytotoxique (ADC antibody drug conjugate) est un concept datant
des années 1950 avec les premiers essais chez l'animal. lls font partis de la classe
prometteuse des immunoconjugués avec les radio-immunoconjugués et les immuno-toxines.
Ce concept combine donc a la fois la spécificité de I'anticorps et la cytotoxicité de la
molécule conjuguée (Goldmacher & Kotvun 2011). Le premier ADC commercialisé
n‘arrivera que 50 ans plus tard avec le Mylotarg® (Gemtuzumab ozogamycin contre la
leucémie aigué myéloide), bien qu’il soit retiré du marché par la firme Pfizer en 2010 par
manque de bénéfices significatifs (FDA NEWS RELEASE 2010). Cependant, le potentiel
thérapeutique de ces molécules est toujours présent et les industries du médicament leur
portent un intérét grandissant. A ce jour, il y a d’ailleurs un produit sur le marché, deux
produits en phase Il d’essai clinique et plus d’une vingtaine de projets en cours de
développement (Teicher & Chari 2011). (Cf annexe 1)

Mes travaux ont été réalisés au sein du laboratoire de développement chimique et
biotechnologique de Sanofi, qui réalise notamment des études de procédés sur la
conjugaison et la purification des immunoconjugués ainsi que des transferts de procédés. La
purification des produits est un des enjeux majeurs lors de la mise en place d’'un procédé, et
évolue en fonction des connaissances acquises et des contraintes réglementaires associées.
Cela fait donc appel a une recherche permanente d’optimisation des acquis.

Mes recherches interviennent dans ce contexte général et mon travail se focalise sur la
purification des anticorps monoclonaux conjugués a des molécules cytotoxiques.

Aprés quelques notions sur les anticorps monoclonaux et les immunoconjugués, vous sera
présenté le contexte précis de mon étude et le type de purification étudiée ainsi que les
objectifs associés, les moyens de leur mise en ceuvre puis les résultats obtenus.

|.I Structure et fonctions des Anticorps monoclonaux

I.1.1 Structure protéique des anticorps

Les anticorps sont des glycoprotéines complexes qui appartiennent a la superfamille
des immunoglobulines. lls sont produits au sein du systeme immunitaire par les lymphocytes
B et constituent une ligne de défense essentielle contre les divers agents pathogenes par le
biais d’'une reconnaissance spécifique antigene-anticorps.

Les immunoglobulines (Ig) humaines sont réparties en 5 classes (Ig A,D,E,G et M) et sont
constituées de quatre chaines polypeptidiques : deux chaines lourdes (H pour Heavy Chain)
et deux chaines légeres (L pour Light Chain), identiques entres elles et reliées par des ponts
disulfures. Les anticorps monoclonaux thérapeutiques ayant obtenus une AMM jusqu'a
présent appartiennent a la classe des IgG, c’est pourquoi nous détaillerons cette structure
plus particulierement.

Au milieu de la chaine lourde se trouve une zone charniere, encore appelée région Hinge qui



confere a l'immunoglobuline une grande flexibilité et facilite ainsi son interaction avec
antigene. Il existe différents types d'immunoglobulines et de sous types dus a la nature des
chaines lourdes. Chez 'Homme, on distingue ainsi les 5 classes d'immunoglobulines avec les
chaines lourdes a, p, 8, y ou €. Chaque chaine lourde comprend 3 ou 4 domaines constants
(notés C,,, Cy,, C,y; et C,,) et un domaine variable V,;,, pour une masse totale d’environ 50
kDa. Il existe deux types de chaines légeres, les types k et A. Chaque chaine légére comprend
un domaine constant C, et un domaine variable V| aboutissant a une masse de 25 kDa.

Un anticorps entier est donc formé de 4 chaines polypeptidiques, posséde une masse
d’environ 150 kDa et une forme caractéristique en « Y » (Schroeder and Cavacini 2010) (Cf
figure n°1)

Les régions variables des chaines lourdes et légéres se décomposent chacune en 3 domaines
hypervariables appelés CDR (complementarity determining regions) en alternance avec des
domaines charpentes ou FR (Framework). Les 6 boucles hypervariables peuvent se
rapprocher dans l'espace pour former une zone appelée paratope, responsable de la
reconnaissance spécifique de I'anticorps pour un épitope (situé sur I'antigéne) (Allard 2012).

Les anticorps peuvent étre caractérisés par différents fragments obtenus par coupure
enzymatique a la papaine. On obtient alors le fragment Fab (Fragment having the antigen
binding site) et le fragment Fc (fragment cristallisable). Le Fab est donc responsable de la
liaison spécifique de forte affinité aux antigenes via le CDR et le fragment Fc se lie a des
récepteurs RFc impliqués dans les fonctions effectrices des anticorps monoclonaux ainsi qu’a
des récepteurs RFc néonataux impliqués dans la demi-vie plasmatique des IgG. (Beck & Al
2009).

2x
2x -
Fab (50 kDa)
LC (25 kDa)
* Reéduction Papaine
<= [t
HC (50 kDa) Fc (50 kDa)

Figure n°1 : structure d’'une IgG. Les parties variables sont en bleu clair, les parties constantes en bleu foncé. Les CDR
sont en rouge, les ponts disulfures interchaines en brun et intrachaines en orange. Les glycanes sont en roses. Chaine
Lourde (H), légére (L), variable (V), constante (C). Source : (Beck & Al 2009)

I.1.2 Fonctions effectrices des IgG (Cf figure n°2)

Les 1gG sont produites suite a une infection par des éléments étrangers a |'organisme.
Une des premieres fonctions de I'lgG est de neutraliser cet agent en se liant a I'antigene
grace a la partie Fab de I'anticorps. Ceci bloque l'activité biologique de I'antigéne et par la
suite permet son élimination grace aux effecteurs immunitaires. Les propriétés effectrices
sont elles assurées par le fragment Fc et son récepteur RFc en activant des voies
cytotoxiques dépendantes des cellules immunitaires (cellules NK, granulocytes) ou du
complément. Ces phénoménes sont nommés ADCC (antibody dependent cell-mediated
cytotoxicity) ou CDC (complement dependent cytotoxicity) (Oschsenbein 2008).
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Figure n°2 : Fonctions effectrices d’une IgG. Le mode d’action varie selon que la cible soit soluble ou membranaire.
Source : (Abes 2009)

|.2 Les anticorps monoclonaux thérapeutiques

Paul Ehrlich émet dés 1900 I'idée d'utiliser la spécificité des anticorps pour neutraliser
un agent pathogene (Schneider 2008). Cette idée sera concrétisée en 1975 grace aux
travaux de Kohler et Milstein avec la mise au point de la production d’anticorps
monoclonaux murins par la technique dite des hybridomes (Milstein, G. Kohler and C.
1975). C’est avec cette technologie que sera commercialisé en 1986 le Muromomab,
premier anticorps monoclonal entiérement murin dirigé contre le récepteur CD3 des
lymphocytes T, utilisé pour éviter les rejets de greffe (Beck & Al 2009). Ces anticorps de
premiére génération en thérapeutique ont vu leur développement se limiter en raison de
leur immunogénicité élevée et de leur demi-vie trop courte (Mistretta & Coll 2009). Des
progrés considérables ont été apportés en biologie moléculaire pour concevoir d’autres
générations d’anticorps moins immunogenes. C’est ainsi que des anticorps chimériques
(domaines variables murins, domaines constants humains), humanisés (CDR murins greffés
sur les charpentes humaines) et humains (banques combinatoires de phages ou utilisation de
souris transgéniques) ont été développés a partir du milieu des années 80 (Siberil & Al
2005). (Cf figure n°3)

-

murine chimeric humanized
-

Decreased immunogenicity
Figure n°3 : Présentation des différentes générations d’anticorps thérapeutiques. Humanisation progressive des anticorps

monoclonaux, les suffixes indiquent le type d’anticorps : -omab (murins), -ximab (chimérique), -zumab (humanisé), -
umab (humain). Source : Joost Bakker, Genmab



Actuellement on dénombre une trentaine d’anticorps monoclonaux thérapeutiques
commercialisés dont la plupart sont humanisés ou humains (Leem 2012).

Parmi ces anticorps, 3 appartiennent a la classe des immunoconjugués: 2 RIC (radio
immunno conjugate) et un seul ADC (antibody drug conjugate), I'’Adcetris®, qui a obtenu
son autorisation en aoit 201 | (FDA NEWS RELEASE 2011). Il s’agit donc d’une classe de
biomédicaments en pleine croissance avec de nombreux projets en développement.

|.3 Les Immunoconjugués

Les anticorps monoclonaux non modifiés utilisés aujourd’hui classiquement en
oncologie montrent une certaine efficacité mais sont administrés en complément le plus
souvent d’une chimiothérapie (Weiner, Surana & Wang 2010). En effet ils présentent une
cytotoxicité et un taux de pénétration dans la tumeur relativement faible comparativement
aux molécules chimiques cytotoxiques. Ces dernieres, bien que trés actives, sont non
spécifiques et atteignent autant les cellules saines que tumorales, induisant de nombreux
effets indésirables. Ces molécules ont donc une fenétre thérapeutique assez étroite
(caractérisée par un faible delta entre la dose minimale pour avoir un effet thérapeutique et
la dose ou apparaissent les effets toxiques). En y ajoutant 'émergence des résistances aux
médicaments anticancéreux par certaines populations de cellules cancéreuses, on comprend
le besoin de développer des thérapies plus sélectives et efficaces, avec une toxicité minimale
(Lyer and Kadambi 2011). C’est ainsi que le développement des immunoconugués a pris
toute son importance.

[.3.1 Définition des immunoconjugés

Un immunoconjugué consiste en un anticorps monoclonal couplé a un agent
hautement toxique par le biais d’un agent de liaison appelé linker. (Cf figure n°4). Cette
ingénierie permet donc de combiner la spécificité du ciblage par les anticorps avec de
nouvelles fonctions effectrices puissantes par les agents qui leur sont conjugués. C’est ainsi
que plusieurs classes d’agents ont été couplées aux anticorps notamment des radio-isotopes,
des agents toxiques (drogues anticancéreuses ou toxines), des cytokines, des enzymes, mais
également a des particules incluant des liposomes ou des nanoparticules métalliques.

Linker
Monoclonal
antibody

Figure n°4 : Représentation schématique d’un immunoconjugué. Source : (Lyer and Kadambi 2011)

En 2008, le nombre de déces par cancer a été estimé a 7,8 millions soit 13% de la mortalité
mondiale. Selon 'INVS, en France, on dénombre en 2011 365 500 nouveaux cas de cancers.
Le cancer est donc une cause majeure de déces dans le monde. C’est pourquoi I'oncologie
est le domaine majeur de la recherche et du développement des immunoconjugués, mais
également car de nombreux antigenes ont été identifiés comme étant surexprimés dans
certains types de cancers comparativement aux tissus sains (Wu & Senter 2005).

A l'heure actuelle, nous avons vus que seuls deux RIC (Zevalin® : Ibritumomab-tiuxetan et
Bexxar® : Tositumomab-"'l, tous deux indiqués dans les lymphomes non Hodgkinien) et un
ADC (Adcetris® : Brentuximab-vedotin indiqué notamment dans les cas d’échec de
transplantation de cellules souches autologues pour les lymphomes Hodgkinien) (Casi &
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Neri 2012) (Reichert 2011) ont atteint le marché. Ce faible taux d’approbation est
principalement di pour les RIC aux effets secondaires importants, et pour les ADC au
manque d’efficacité des cytotoxiques de premiere génération et a leur instabilité par des
agents de liaison non optimisés. C’est ainsi qu’une seconde génération d’ADC a été congue,
utilisant des cytotoxiques plus actifs et des agents de liaison plus stables.

1.3.2 Classe des Antibody Drug Conjugates

Le mécanisme d’action des ADC est décrit comme suit: apres fixation sur son
antigene cible, I'anticorps sera internalisé dans la cellule par endocytose médiée par des
récepteurs. Les vésicules fusionneront avec des lysosomes ou la molécule cytotoxique sera
libérée de [lanticorps via différents mécanismes. L’agent cytotoxique actif ira agir
directement sur la cellule en induisant sa mort et parfois sur les cellules voisines par
transport ou diffusion dans I'environnement. (Cf figure n°5)

9PADC

Antigene
? Vaght

cible

J
Vésicule ‘

mantelé @
Lysosome

Transporteur

Cellule tumorale « cible » Cellule tumorale voisine

Figure n°5 : Mécanisme d’action des ADC. Source : (Haeuw 2009)

Bien que ce concept apparaisse simple, le développement de ce type de produit représente
de nombreux challenges. En effet beaucoup de parametres sont a optimiser individuellement
pour obtenir un produit spécifique et efficace dans son ensemble. La conception d'un ADC
fait donc appel a une ingénierie spécifique qui peut se résumer ainsi (Ducry & Stump 2010):
- Disposer d’un agent capable de cibler la tumeur. Réle joué par I'anticorps (avec un
maximum d’efficacité anticancéreuse et peu immunogeéne).
- Combiner un agent actif a visée antitumorale. Donc utiliser des molécules
hautement cytotoxiques.
- Etablir ce lien par un agent de liaison qui permettra de libérer le cytotoxique apres
internalisation de I'anticorps. Il faut donc concevoir des agents de liaison qui
augmentent la stabilité de 'ADC dans la circulation générale sans altérer la fonction
de l'anticorps.

Nous verrons donc a présent en détail ces différentes parties et leurs caractéristiques
attendues.

A- Les Anticorps Monoclonaux (Mabs)

La premiere génération ’ADC développée a montré des résultats insatisfaisants. En ce
qui concerne les anticorps, un manque d’internalisation et des problémes d’immunogenicité
ont été mis en cause. En effet, les anticorps utilisés étaient murins, connus pour leur forte
immunogénicité. Aujourd’hui grace aux anticorps humanisés et humains, ce probléme est
considérablement réduit.

L’anticorps est utilisé comme un vecteur qui apporte le cytotoxique dans la cellule. Ses
propriétés telles que sa pharmacocinétique et sa distribution doivent rester les mémes et il
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doit étre suffisamment internalisé pour que l'agent toxique soit a une concentration
intracellulaire suffisante. Pour cela il doit reconnaitre des antigénes qui sont de préférence
surexprimés dans la cellule cancéreuse et sous exprimés dans les tissus sains (Goldmacher &
Kotvun 2011).

Cependant l'anticorps peut contribuer a la mort cellulaire par la mise en jeu des deux
mécanismes précédemment cités ADCC et CDC, c’est pourquoi aujourd’hui plus de 70%
des IgG utilisées sont des IgG| qui possedent ces deux mécanismes (des 1gG2 et 1gG4 sont
également utilisées et sont le reflet de cas spéciaux) (La Merie Business Intelligence 2011).
Enfin 'anticorps doit présenter des sites disponibles pour la conjugaison. Il s’agit des lysines
de la chaine d’acide aminés et des cystéines des ponts interchaines.

B- Les Agents Cytotoxiques

L’'agent cytotoxique fixé a l'anticorps est une prodrogue qui devient active dans la
cellule tumorale apreés libération (Jaracz & Al 2005). Un des premiers ADC développé par la
firme Brystol Myers Squibb dans les années 1990 combinait un anticorps humanisé BR96 a la
doxorubicine (agent intercalant de ’ADN). Huit molécules étaient fixées et la dose requise
devait étre supérieure a 100mg/Kg pour obtenir une efficacité suffisante, montrant alors la
faible efficacité de la doxorubicine (Ducry & Stump 2010).

L’activité de la molécule libre doit étre suffisante pour tuer la cellule cancéreuse, méme a
faible concentration. En effet peu de molécules peuvent étre fixées a I'anticorps et peu sont
internalisées. (Cf figure n° 6). Parmi les molécules étudiées dans les années 1980 et 1990
pour la chimiothérapie dite classique, certaines présentaient en clinique une trop forte
toxicité et leur utilisation seule fut compromise. Ces molécules sont alors devenues les
agents idéals pour la conjugaison. Leur mécanisme d’action est connu depuis longtemps ce
qui évite également de nouvelles études de développement. Aujourd’hui, les agents utilisés
sont 100 a 1000 fois plus toxiques que ceux classiquement utilisés en chimiothérapie (Lyer
and Kadambi 2011).

Biodistribution Cell surface Rate of turnover

of target target iy of cell surface

and ADC Tumor abundance v target Eﬂdmmiilalosome
i s = i -8 .. d "
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Figure n°6 : Schéma illustrant les étapes critiques de I'administration de ’ADC au patient a la libération de I'agent
cytotoxique dans la cellule tumorale. Si I'efficacité de chaque étape est de 50%, seulement 1,56% de la dose
administrée atteint la cible intracellulaire. Source : (Teicher & Chari 2011)

Ces produits sont classés en deux grandes catégories (Cf figure n°7):
- Ceux qui ciblent TADN (en provoquant des cassures du double brin) représentés
par la calichéamycine et la duocarmycine
- Ceux qui ciblent les microtubules (en inhibant la polymérisation de la tubuline)
représentés par les dérivés de la maytansine (DM| et DM4) et ceux de l'auristatine
(MMAE et MMAF).

Afin de ne pas géner la reconnaissance antigéne/anticorps, les cytotoxiques sont fixés
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principalement sur la partie Fc de P'anticorps. Etant tres actifs, il n’est pas nécessaire d’en
fixer beaucoup. Ce ratio ; nombre de cytotoxique par anticorps encore appelé DAR (Drug
Antibody Ratio) ; est un parametre important qui influence I'activité de 'ADC. En effet si le
DAR est trop élevé, 'organisme reconnait le conjugué comme une protéine endommagée et
sera rapidement éliminé. Cela peut aussi induire la précipitation ou I'agrégation de la
protéine (Senter 2009). Si le DAR est trop faible, le produit n'aura pas d’efficacité. Ce
parametre est donc majeur et il a été montré que la dose maximale tolérée lui est corrélée
(Sun & Al 2005). Les produits actuellement en développement ont un DAR qui oscille entre
3 et 4 (Goldmacher & Kotvun 2011).
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Figure n°7 : Structure des ADC développés actuellement. Les linkers sont de types hydrazones, disulfides, peptidques ou
thioether. Pour le thioether, le cytotoxique est libéré avec le linker et la lysine ou la cystéine de Ianticorps aprés
dégradation protéolytique de I'anticorps. Source : (Senter 2009)

C- Les Agents de Liaison ou Linkers (Cf figure n°7)

Le role de l'agent de liaison est primordial, il doit étre extrémement stable dans la
circulation générale pour ne pas libérer le cytotoxique de fagon prématurée. Cela
provoquerait des effets indésirables majeurs avec une atteinte des cellules saines. Ce n’est
qu’apres internalisation dans les endosomes que le linker doit se rompre pour libérer
efficacement et sous forme active le cytotoxique (Lyer and Kadambi 2011). Les linkers sont
bifonctionnels afin de faciliter 'accrochage a I'anticorps d’une part et a I'agent cytotoxique
d’autre part. La fixation sur I'anticorps se fait principalement par acylation des lysines ou par
alkylation des cystéines. Les agents de liaison sont classés en deux catégories : les linkers
clivables, qui se « désintegrent » dans la cellule par un processus chimique ou enzymatique,
et les linkers non clivables qui libérent le cytotoxique avec au moins un acide aminé
appartenant a 'anticorps.

Parmi les linkers clivables on trouve les hydrazones, qui sont stables a pH neutre et qui
subissent une hydrolyse dans I'environnement acide du compartiment lysosomial. C’est ce
type de liaison qui a été utilisée dans le Mylotarg® (Gentuzumab ozogamycin) premier ADC
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a avoir obtenu une autorisation par la FDA en 2000 (Bross & Al 2001). Cependant ce type
de linker est décrit comme associé a une libération prématurée et non spécifique en clinique.
Aujourd’hui, apres le retrait en 2010 du Mylotarg® par la firme Pfizer (FDA NEWS
RELEASE 2010), un seul produit est en phase |ll avec cette technologie.

Le second linker clivable par un processus chimique est un pont disulfure. La rupture se fait
dans le cytosol de la cellule ou I'environnement est plus réducteur grace aux hautes
concentrations en glutathion (Casi & Neri 2012). Actuellement 2 constructions utilisent les
dérivés de la maytansine (DM et DM4) et le linker disulfure : le SPP et le SPDB. Le SPDB
possede un disulfure optimisé avec un encombrement stérique qui empéche une réduction
prématurée. C’est le linker clivable privilégié actuellement grace a la haute stabilité qu’il
apporte.

Un dernier linker entre dans la catégorie des clivables, il s’agit des peptides notamment le
dipeptide valine-citrulline, qui subit une hydrolyse enzymatique par la cathepsine B, présente
a des taux élevés dans certaines tumeurs (Ducry & Stump 2010). Ce linker est utilisé
notamment dans des constructions avec les dérivés de l'auristatine MMAE et MMAF.

Les linkers non clivables requierent, pour libérer le cytotoxique, la dégradation de I'anticorps
par les enzymes protéolytiques de la cellule. Par conséquent le cytotoxique libéré est
toujours attaché au linker. Ce type de liaison est typiquement assuré par un thioether, et se
retrouve avec des dérivés de la maytansine ou de l'auristatine. Ce type de linker est plus
stable dans la circulation donc mieux toléré mais il est aussi moins internalisé donc moins
efficace (Lyer and Kadambi 2011).

Dans tous les cas, il n'y a pas de linker universel, chacun ayant ses avantages et ses
inconvénients, et le choix dépend principalement du type de cancer ciblé et de I'agent
cytotoxique utilisé.

Finalement chaque partie de 'ADC requiert des caractéristiques spécifiques, qui sont
résumées dans le Tableau n°l.

Surexprimé dans la tumeur
Répartition homogene sur la cellule

Antigéne .
g Non circulant

Absent des tissus sains

Humanisé ou humain
Non immunogene
Anticorps Longue demi vie

Activité ADCC et/ou CDC
Forte affinité pour I'antigéne

Stable dans la circulation générale
Linker Libération du cytotoxique en intracellulaire
Libération du cytotoxique sous forme active

Haute activité

Faible poids moléculaire

Cytotoxique [Stable et soluble dans les milieux aqueux
Fonctions réactives disponibles pour la
conjugaison

Tableau n°| : résumé des caractéristiques essentielles et souhaitables pour le développement d’un
ADC.



Il Présentation et Objectifs des travaux

2.1 Contexte de I'étude

Comme nous I'avons dit précédemment, le DAR est une des spécificités a prendre en
compte et il est aujourd’hui pour les produits en développement autour d’'une moyenne de 3
a 4. Les cytotoxiques peuvent étre fixés sur les lysines ou sur les cystéines des ponts
interchaines. Concernant les lysines, la réaction de conjugaison étant statistique (ce ne sont
pas toujours les mémes lysines qui sont conjuguées), plus de 100 espéces différentes peuvent
étre obtenues dont certaines n'ont pas les caractéristiques physico chimiques requises
(Robert P. Lyon & Al 2012). Dans les deux cas, on obtient une population hétérogene avec
différents ratios de cytotoxiques fixés.

C’est pourquoi les laboratoires cherchent aussi bien a maitriser ce DAR qu’a le réduire au
minimum. Diminuer le nombre de cytotoxique par anticorps se justifie par plusieurs raisons.
En premier lieu, on sait que le DAR est corrélé a la tolérance. Ainsi un ADC avec un DAR
de 4 aura une dose maximale tolérée double comparé a un ADC possédant un DAR de 8.
Réduire le DAR permet d’accroitre I'index thérapeutique et la sécurité du patient (Senter
2009). De plus les molécules utilisées actuellement sont trés actives et 2 molécules fixées
seraient suffisantes pour observer un effet. Parmi les constructions développées, certaines
utilisant des linkers clivables possédent un effet dit « Bystander ». |l s’agit de la capacité du
cytotoxique libéré ou de ses métabolites non chargés a traverser les membranes cellulaires
et a diffuser vers les cellules voisines. Par conséquent il n’est pas nécessaire de cibler toutes
les cellules tumorales. Maitriser cet effet pourrait avoir de grandes conséquences
notamment pour cibler les tumeurs solides avec une expression antigénique de surface
hétérogene (Lyer and Kadambi 2011).

Certains laboratoires comme Genentech, ont développé un concept intéressant appelé
THIOMAB, en insérant des résidus cystéines sur la chaine lourde a des sites spécifiques
disponibles pour la conjugaison (Dosio & Al 2011). Une population homogéne est obtenue
avec seulement 2 molécules fixées par anticorps (Junutula & Al 2008). Cette technologie a
été utilisée pour conjuguer la MMAE a un anticorps anti MUI6 (protéine de surface
exprimée dans les cancers ovariens) et la DM a Trastuzumab. Dans les deux cas on obtient
une efficacité comparable aux ADC conventionnels mais avec une meilleure tolérance (Ritter
2012). D’autres laboratoires comme Ambrx ou Allozyne’s développent également des
technologies pour cibler les sites de conjugaison dans le but d’obtenir des populations
homogenes de produits.

Bien que ces axes de recherches soient avancés, il est aujourd’hui encore difficile de
préparer un ADC avec un DAR de 2, car une fraction non négligeable d’anticorps ne sera
pas conjuguée (Dosio & Al 2011). Cest pourquoi Sanofi s’intéresse des a présent a
développer une technique de purification des immunoconjugués afin de séparer une
population d’anticorps dits « nus » ou « modifiés » (qui n’a pas réagi avec le cytotoxique)
d’une population dite « conjuguée ».

Une technique de chromatographie d’interactions hydrophobes a déja été développée afin
de quantifier la proportion d’anticorps nus vis-a-vis de la population d’anticorps conjugués.
Une application de cette technique lors d'une étape de purification pour éliminer la
population indésirable a été envisagée.

Ainsi mon étude intervient au sein de ce contexte et consiste a développer la technique de
chromatographie d’interactions hydrophobes afin de pouvoir discriminer les deux
populations précédemment citées lors d’'une étape de purification.



2.2 Purification par chromatographie d’interactions hydrophobes

La technique de chromatographie par interactions hydrophobes fut développée
tardivement dans les années 1970. Cest en 1973 que Shaltiel et Er-el décrivent cette
méthode et que Hjertén introduit le terme de « chromatographie d’interactions
hydrophobes » pour décrire la séparation des protéines par l'utilisation de sels sur des
matrices de carbohydrates faiblement hydrophobes.

L’hydrophobicité est définie par la répulsion entre des composants non polaires et un
environnement polaire comme l'eau. Ainsi la séparation des protéines en HIC est basée sur
les interactions hydrophobes entre les régions non polaires des protéines et les ligands
hydrophobes de la colonne. Il s’agit d’'une interaction réversible favorisée par de fortes
concentrations en sels (Nfor & Al 2011). L’adsorption augmente avec de fortes
concentrations en sels dans la phase mobile et I'élution est obtenue en diminuant
progressivement cette concentration.

2.2.1 Principe de séparation

La séparation des protéines en HIC se fait en 2 étapes. La premiére concerne
I'adsorption des protéines sur la colonne et la seconde concerne son élution dans la phase
mobile. (Cf figure n°8)

Comme nous I'avons dit précédemment, les protéines se fixent sur le support de la colonne
en présence de sels. En effet dans un milieu a haute force ionique, les molécules d’eau sont
mobilisées pour hydrater les anions et cations issus de la dissociation du sel. On parle d’effet
« salting out ». L’environnement autour des protéines est modifi¢ di a la rareté des
molécules d’eau disponibles, et ceci est thermodynamiquement favorable a I'établissement
d’interactions hydrophobes entre la protéine et les groupements hydrophobes de la phase
stationnaire (Marshak & Al 1996). En effet la présence de sel augmente I'énergie libre des
protéines proportionnellement a la surface hydrophobe des protéines. Les associations
intermoléculaires de groupes hydrophobes minimisent cette augmentation d’énergie libre en
diminuant les interactions entre les surfaces hydrophobes des protéines et le solvant polaire
du milieu. C’est pourquoi, lorsqu’on introduit une phase stationnaire hydrophobe dans le
milieu, les protéines s’y lient pour diminuer cette énergie libre. A haute concentration en
sel, I'interaction des protéines sur la colonne forme donc un état thermodynamiquement
plus stable qu’un état sans interactions (Queiroz J.A. & A1 2001).
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Figure n°® 8 : principe de séparation schématique en HIC. Source :(Leblanc 2011). A forte concentration en sel, les
régions hydrophobes des protéines interagissent avec les ligands hydrophobes de la colonne. Seules les molécules trés
hydrophiles sont éliminées. En diminuant progressiement la concentration en sel, on solubilise les protéines hydrophobes
qui seront récupérées avec la phase mobile. Peu a peu, on récupére les protéines trés hydrophobes.



L’élution se fait apres ringage en faisant passer un tampon de force ionique décroissante. Les
ions du sel sont éliminés progressivement, les protéines se solubilisent peu a peu et sont
éluées dans la phase mobile. Les protéines sont ainsi éluées par ordre d’hydrophobicité
croissante.

2.2.2 Parameétres influents

Le degré d’hydrophobicité d’une protéine est dépendant de la somme des nombreux
acides aminés non polaires présents a leur surface (phénylalanine, tryptophane, valine), ainsi
que de leur distribution. Chaque protéine possede donc un degré d’hydrophobicité propre.
Dans notre cas, les cytotoxiques sont hydrophobes. L’anticorps nu est donc moins
hydrophobe qu’un conjugué avec un DAR de |, lui-méme moins hydrophobe qu’un conjugué
avec un DAR de 2 etc. En intervenant sur les parameétres influents de la HIC, on peut alors
essayer d’établir une séparation de ces différentes espéces.

Deux éléments majeurs sont a considérer pour obtenir une bonne séparation en HIC: la
phase stationnaire et la phase mobile.

Les colonnes sont constituées de supports inertes d’agarose, de cellulose ou encore de
copolymeéres synthétiques dont la taille peut varier et moduler la séparation. Sur ces billes
sont greffés des ligands dont le type, la densité ou la longueur de la chaine agit sur la
séparation. Les ligands les plus souvent utilisés en HIC sont de type linéaire (Butyl, Hexyl,
Octyl...). Le phényl et les ligands aromatiques sont également utilisés et présentent une
interaction mixte hydrophobe/aromatique. (Cf figure n°9). Le développement d’une large
gamme de phase stationnaire permet alors aujourd’hui d’avoir une grande variété
d’applications en HIC dans la purification des biomolécules.

Octyl —O—[CH);—CH;
Phenyl —O—@
Butyl —0—(CH,);7—CH;

Isopropyl —0—CH—(CH,),

Ether —0—CH,—CHOH—CH,—OH

Figure n°9 : exemple de ligands utilisés en HIC. Source : (GE Healthcare Bio-sciences, 2006.)

En ce qui concerne la phase mobile, de nombreux parametres interviennent dans la qualité
de la séparation comme le type de sel et sa molarité, le pH de la solution, la température, la
présence ou non d’additifs ainsi que la concentration en anticorps et la quantité injectée
(Yuefeng Lu & Al2009).

L'influence des différents sels dans la rétention des protéines suit I'ordre établit pour leur
précipitation, il s’agit de la série de Hofmeister (Cf figure n°10). En effet a trop forte
concentration, les sels peuvent causer la dénaturation partielle des protéines et induire leur
précipitation (Nfor & Al 2011). En HIC, il faudra veiller a ne pas dépasser la concentration
en sel qui induit la précipitation. Cela causerait une perte en produit et donc une baisse de
rendement considérable.

Ainsi des sels comme le sulfate d’'ammonium, le sulfate de sodium et le sulfate de potassium
sont les plus efficaces pour promouvoir les interactions protéines-ligands grace a leur
comportement « salting out » élevé.



HOFMEISTER SERIES
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Figure n°10 : Série de Hofmeister. De droite a gauche on observe I'effet anti chaotropique « salting out » qui favorise les
interactions hydrophobes. A l'inverse de gauche a droite on observe I'effet chaotropique « salting in » qui diminue les
interactions hydrophobes.

Pour le pH, il a été défini par Hjerten & Al en 1986 que la rétention des protéines s’opérait
entre 5 < pH < 85. En effet au dessus du point isoélectrique (~8 en moyenne pour les
mabs), les protéines sont chargées négativement (fonctions acides sous forme carboxylates
COO)) ce qui induit une augmentation de leur hydrophilie. A l'inverse a un pH inférieur a 5
les protéines sont chargées positivement (fonctions amines protonées sous formes NH;") et
les interactions électrostatiques prédominent sur les interactions hydrophobes. Cette
gamme de pH ou travailler reste assez large et ce parameétre sera a prendre en considération
lors du développement d’une séparation (Queiroz J.A. & A12001).

De la méme maniére la température influe sur la séparation et lajout d’aditifs peut
permettre de moduler I'élution des protéines. Les plus utilisés sont miscibles a I'eau : alcools,
détergents et solution aqueuses de sels chaotropiques.

2.3 Objectifs des travaux

En définitive et a la vue de tous ces parametres, il parait bien difficile de développer
une technique HIC pour purifier TADC de I'anticorps nu. Pourtant, cela est rendu possible
grace a l'utilisation de plans d’expériences qui permettent d’étudier plusieurs de ces facteurs
a la fois. L'objectif de ces travaux est donc de définir dans un premier temps les parametres
les plus influents sur la séparation de nos deux populations et de trouver ensuite les
conditions optimales pour récupérer un ADC débarrassé des anticorps nus. L’idéal serait de
trouver des conditions telles que I'anticorps nu ne soit pas retenu sur la colonne HIC et que
seul PADC interagissent avec les ligands hydrophobes de la matrice et soit récupéré
totalement lors de I’élution.

11l Matériels et méthodes
N.B : L’incertitude sur certaines des données de ce chapitre est maintenue pour des raisons de
confidentialité. Ceci n’entrave en rien la compréhension du sujet.

3.1 Préparation de 'immunoconjugué

3.1.1 Synthése
La synthése de I'immunoconjugué peut étre fractionnée en 5 étapes :

- un changement de tampon par ultrafiltration/diafiltration (UF/DF) qui consiste a transférer
I'anticorps dans un tampon adéquat pour les réactions chimiques.
12



- la modification ou activation, qui consiste a fixer les agents de liaison sur les anticorps
monoclonaux.

- la conjugaison a proprement parler, soit la liaison du cytotoxique sur les agents de liaisons.
- la purification du produit pour éliminer les résidus de conjugaison.

- le conditionnement de I'immunoconjugué dans un tampon de formulation, qui augmente sa
stabilité.

Les étapes 2 et 3 sont communément appelées « conjugaison ».

Ultrafiltration/Diafiltration (Cf annexe 2)

Le changement de tampon est réalisé par une opération de filtration a flux tangentielle (TFF).
Le seuil de coupure des membranes utilisées est entre 3 et 5 fois inférieur a la masse
moléculaire des anticorps a diafiltrés (~150kDa). La TFF s’effectue en deux étapes, d’abord
une concentration afin de réduire le volume de travail, puis une diafiltration entre 6 et 12
DV (diavolumes) dans le tampon de réaction a pH 6-8. La diafiltration est effectuée a volume
et a débit constants. Les quantités d’anticorps chargées sur les cassettes sont de I'ordre de
20 4 500 g/m™.

Activation/Modification

Les réactions chimiques sont des réactions de « chimie dans I'eau » et peuvent donc étre
réalisées dans des flacons ou réacteurs en verre. La modification s’effectue a une
concentration entre 2 et 20 g/L, dans un tampon phosphate avec 2 a 20% de solvant
organique, ce qui nécessite une dilution dans le tampon de réaction apres diafiltration. Une
quantité fixée de I'agent de liaison par rapport a I'anticorps est introduite dans le contenant.
Cet agent est préalablement préparé en solution dans le solvant organique. La réaction a lieu
sous agitation a température ambiante durant quelques heures.

Conjugaison

La conjugaison est réalisée dans le milieu réactionnel précédent aprés une dilution. La
quantité de solvant organique nécessaire pour avoir entre 2 a 20% du volume final et le
cytotoxique sont ajoutés. L'exces de cytotoxique doit permettre de ne pas laisser d’agent de
liaison non-conjugué car ce serait une impureté difficile a éliminer. La réaction a ensuite lieu
sans agitation et a température ambiante, durant environ une journée.

Purification

En sortie de conjugaison, le produit est instable, se dégrade rapidement et présente une tres
forte tendance a I'agrégation car les réactions chimiques se poursuivent. Une étape de
purification est donc nécessaire pour éliminer les résidus de la réaction. Dans certains
procédés cette étape peut étre couplée avec un changement de tampon en utilisant une
seconde UF/DF. Le seuil de coupure des membranes permet d’éliminer les petites molécules
chimiques et I'exces de solvant organique, afin d’obtenir un échantillon stable sur plusieurs
jours. Dans d’autres cas, comme celui des expériences réalisées ici, une étape de purification
intermédiaire est nécessaire simplement pour générer un produit pur.

Formulation

L'immunoconjugué purifié est dépourvu des résidus de la réaction mais il reste dans un
tampon qui n’est pas favorable a sa stabilité. La présence de sels de phosphate peut induire a
long terme sa précipitation. C’est pourquoi on transfert 'ADC dans un tampon de
formulation contenant de l'acétate de sodium, du sucrose, du polysorbate et autres
composants qui augmentent la stabilité du produit.



3.1.2 Caractérisation du produit (Wakankar A. & Al 2011)

A- Analyse Ultra-Violet UV

Les concentrations de 'anticorps nu et de ’ADC, ainsi que le DAR sont déterminées par la
loi de Beer Lambert avec les longueurs d’ondes d’absorption maximales de I'anticorps et du
cytotoxique.

Concentration en Anticorps (g/L)

AZSOnm
[Ac] = oo X M..

e x 1

Avec : 1, longueur de la cuve en cm
. . . -1 -1
g, coefficient d’absorption molaire en L.mol™ .cm
. -1
M, masse molaire en g.mol

Concentration en cytotoxique

On définit les relations suivantes

A max 280nm
A max A max A max AAc AAc
Acyto - Aromle - AA(,- et Amax ~ 280nm

gAc 8AC

280nm
A max A max AAC
AAC = gAc x 280nm

Ac

280nm
A max A max A Ac
Amtale - gAc X 280nm

[CytO] = A max SAC X Mcyto

On adonc:

On obtient alors la relation suivante :

Concentration en ADC (g/L)

280nm
A leve Ao
[AD C] = 280mm L x M s
Ac
DAR
DAR — [Cyto]
[Ac]

B- Analyse par Chromatographie d’exclusion stérique SEC

Cette technique permet la séparation des protéines en fonction de leur taille. Les
colonnes sont constituées de billes creuses et poreuses dont la taille des pores permet
lentrée de petites molécules. Les grosses molécules ne pouvant pas entrer dans ces billes
passent directement a travers la colonne. On peut ainsi déterminer la présence de dimeres
et d’agrégats. (Cf annexe 2)

Les analyses sont réalisées a l'aide d’'un systeme HPLC LaChrom Elite® équipée d’une
colonne et d’'une colonne de garde TSK Gel (TOSOHAAS), avec un diametre de particules
de 5um. La séparation est effectuée dans un tampon phosphate a pH neutre, sur une durée
de 30 minutes.
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La mesure de surfaces en normalisation interne (NIS) a 280 nm, donne un pourcentage de
l'aire des agrégats, un pourcentage de I'aire des monomeres et un pourcentage de l'aire des
fragments (lorsqu’ils sont détectables), pour un total de 100%.

A partir des aires mesurées au maximum d’absorption de I'anticorps et du cytotoxique, on
peut calculer leur concentration respective et obtenir par la suite la mesure du DAR.

C- Analyse par Spectrométrie de masse Haute résolution

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet d’identifier des
molécules d’intéréts par leur rapport masse sur charge aprées fragmentation dans une source
d’ions. Cela permet d’identifier les molécules et d’en faire leur analyse structurale. Les
analyses sont réalisées a I'aide d’un systeme QTOF-2(Waters) Chaine HPLC HPI100 avec
l'utilisation d’'une colonne SEC Acquity BEH200 avec un diamétre de |.7um. La séparation
est effectuée a I'aide de 2 tampons constitués pour le premier d’'un mélange eau/formiate
d’ammonium/acide formique et pour le second d’un mélange acétonitrile/acide formique.

L’ionisation se fait par électro spray en mode positif et la durée d’analyse est de |5 minutes.
Grace a cette méthode, on peut déterminer la proportion de chaque population de notre
immunoconjugué. (Cf figure n°1 )
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|
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Anticorps nu
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Figuren® 1| : Exemple d’un spectre SE-HPLC/MS d’un ADC. L’analyse en spectrométrie de masse permet d’observer la
répartition en cytotoxiques (cyto) sur la population d’immunoconjugués. Légende : SE-HPLC = Chromatographie Liquide
d’Exclusion Stérique Haute Performance, MS = Spectrométrie de Masse.

3.2 Matiere premiere utilisée

L'immunoconjugué obtenu a la fin du procédé de conjugaison décrit précédemment se
trouve dans un tampon qui n’est pas optimal pour la réalisation des essais. Il contient des
especes telles que du solvant organique, de I'agent cytotoxique en exces ainsi que les résidus
de la réaction. Une chromatographie constituée d’hydroxyapatite est donc réalisée
(BioRad). (Cf annexe 2) Linteraction se fait par le calcium qui réagit avec les groupements
acides des protéines et par le phosphate qui interagit avec les groupements aminés. L’élution
se fait par un gradient de phosphate. Cela permet a la fois concentrer notre
immunoconjugué et de I'obtenir dans un tampon phosphate 200mM a pHé6.6 qui servira de
base pour la réalisation des essais futurs.

De plus, pour la réalisation des premiers plans de criblage, la proportion d’anticorps nus
dans notre ADC était tres faible (<5%), c’est pourquoi 50% d’anticorps nus ont été ajoutés
volontairement a notre ADC, afin de discriminer correctement nos résultats.

3.3 La méthode des plans d’expériences

La réalisation des plans d’expériences permet d'obtenir le maximum de
renseignements avec le minimum d’expériences (Goupy 2001). Leur utilisation, quand cela
est possible, permet de réduire le temps de développement et ainsi de réduire les couts.
C’est donc naturellement devenu un outil incontournable dans l'industrie pharmaceutique
depuis quelques années, permettant de développer et d’optimiser plus rapidement les
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procédés. En effet ils permettent de répondre a deux grandes familles de questions :
comment estimer et comparer les effets des parametres de réglages d’'un processus ! Et
comment régler les parametres de réglage d’'un processus pour atteindre un optimum ?

De plus comprendre le processus et son comportement permet d’avoir une plus grande
marge de manceuvre en cas de changement mineur de ce dernier. La compréhension de la
méthode des plans d’expériences s’appuie sur 2 notions essentielles : celles de I'espace
expérimental et celle de la modélisation mathématique des grandeurs étudiées. L'intérét de
modéliser la réponse par un polynome est de pouvoir calculer ensuite toutes les réponses
du domaine de I’étude sans étre obligé de faire les expériences.

Dans le vocabulaire des plans d’expériences, la grandeur que I'on étudie est appelée réponse.
Celle-ci dépend de plusieurs variables qui sont appelées des facteurs. Ces facteurs peuvent
prendre plusieurs valeurs et on parlera de niveaux ou de modalités. (Cela permet
notamment de prendre en compte des variables qualitatives.) (Louvet F. & Delplanque L.
2005).

En reprenant les différents facteurs cités comme étant influent en HIC, I'utilisation des plans
d’expériences parait évidente. Cela nous permettra dévaluer les facteurs les plus influents et
de savoir dans quelles conditions les mettre en ceuvre pour atteindre notre objectif ou
notre optimum. C’est ainsi que deux plans de criblages ont été réalisés ainsi que deux
surface de réponse dont les caractéristiques vont étre présentées.

NB : Pour les plans de criblages, un mélange de produit constitué a 50% d’ADC et a 50%
d’anticorps nus a été utilisé, de facon a bien différencier ces deux populations lors de la séparation.

3.3.1 Premier plan de criblage.

Notre premier plan de criblage a consisté a étudier 9 colonnes, 3 sels, 2 pH et 2
molarités différentes. (Cf tableau n°2). Les colonnes sont issues de 2 fabricants: GE
Healthcare® et Tosoh®. Le choix des deux pH est dans un premier temps arbitraire, tout
en restant dans l'intervalle 5<pH<8,5. Les sels ont été choisis avec la série de Hofmeister.
Pour ce plan de criblage un modele additif sans interaction, appelé modéle de « pesée » a été
adopté afin de pouvoir estimer et comparer uniquement les effets moyens des facteurs.

Le domaine expérimental contient donc 2 facteurs a 2 modalités, | facteurs a 3 modalités et
| facteur & 9 modalités (Cf tableau n°2) soit 2°x3'x9'=108 essais si toutes les combinaisons
sont testées.

Facteur Nbre Niveaux Niveaux
6.5
7.5
200
500
KPi
U3 sels 3 KCl
(NHy),280,
Butyl HP
Butyl FF
Octyl FF
Phenyl 6 FF low sub
U4 colonnes 9 PPG 600M
Butyl 650M
Phenyl 650M
Hexyl 650C
Ether 650M

Ul pH 2

U2 molarité 2

Tableau n°2 : Domaine expérimental du premier plan de criblage.
Le modele mathématique utilisé prend la forme de I’équation suivante :
Y = b0 + blA x (XIA) + b2A x (X2A) + b3A x (X3A) + b3B x (X3B) + b4A x (X4A) + b4B x (X4B) +b4C x
(X4C) + b4D x (X4D) + b4E x (X4E) + b4F x (X4F) + b4G x (X4G) + b4H x (X4H)
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Avec « b0 », la réponse moyenne, les coefficients « bi » qui représentent le « poids » des
facteurs mis en ceuvre et « Xi » qui représentent les facteurs codés, sans dimension.

Le plan d’expérimentation est défini grace au logiciel NemrodW® (D. Mathieu, R. Phan-Tu-
Luu, J. Noni 2000) et comporte |16 expériences. (Cf tableau n°3)

N°Exp pH Molarité (mM) Sels Colonnes
1 6.5 500 KPi Butyl HP
2 75 200 (NH,),80, Butyl HP
3 6.5 200 KPi Butyl FF
4 75 500 (NH,),80, Butyl FF
5 15 500 KCl Octyl FF
6 6.5 200 (NH4):80, Octyl FF
7 6.5 200 KCl Phenyl 6 FF low sub
8 15 500 (NH4)»804 Phenyl 6 FF low sub
9 6.5 200 KCl PPG 600M
10 1.5 200 KCl Butyl 650M
11 6.5 500 (NH,):80, Butyl 650M
12 73 500 KPi Phenyl 650M
13 6.5 200 (NH,),80, Phenyl 650M
14 T3 200 KP: Hexyl 650C
15 7.5 200 KPi Ether 650M
16 6.5 500 KCl1 Ether 650M

Tableau n°3 : Plan d’expérimentation du premier plan de criblage. Il comporte |6 expériences, les colonnes sont testées
2 fois en tout excepté la colonne PPG600M et la colonne Hexyl 650C, testées une seule fois.

Certains facteurs potentiellement influents ont été fixés volontairement car nous ne
pouvons pas tous les étudier en méme temps. Ainsi la concentration de la solution
d’anticorps a été fixée a 5g/L et la quantité injectée sur la colonne de 10mg/mL de colonne.
De la méme fagon, le tampon d’élution est constitué de phosphate de potassium a une
concentration de 20mM.

Les réponses suivantes ont été mesurées pour ce plan : Le rendement dans la fraction non
retenue (c’est a dire les composés non retenus par la colonne lors de la charge) ainsi que le
DAR de cette fraction, et le rendement de la fraction d’élution et son DAR. L’objectif de nos
essais est d’obtenir des conditions assez hydrophobes pour que 'ADC interagisse avec la
matrice et soit récupéré lors de I'élution sans retenir I'anticorps nu qui serait éliminé des la
charge dans la fraction non retenue.

3.3.2 Second plan de criblage

Un second plan de criblage a été réalisé pafin d’affiner le choix des facteurs. 2 colonnes
ont été gardées (Butyl FF et HP de GE Healthcare®) ainsi que 2 sels (phosphate de
potassium et chlorure de potassium) que nous testerons a 2 molarités différentes : une
molarité basse, et une molarité haute (les valeurs étant différentes pour les deux sels : |M et
2M pour le KCI et 500mM et IM pour le KPi)

Le modéle adopté pour ce plan est un plan factoriel complet 2°. Le domaine expérimental
contient donc 3 facteurs a 2 modalités. (Cf tableau n°4)

Facteur Nbre Niveaux Niveaux
Colonne 2 gllll’frs;ll 11;1;’
Sels 2 II;.gll

Molarité 2 I]IJ:l!Slt

Tableau n°4 : domaine expérimental du second plan de criblage.
Le modele mathématique prend la forme de I'équation suivante :
Y =b0 + bl x (XI) + b2 x (X2) + b3 x (X3)
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Le plan d’expérimentation est détaillé dans le tableau n°5

flam
N°Exp  Colonne Sels Molarité » /
1 ButylFF  KCl Haut ooty T
2 Butyl HP KCl Haut f ;
3 Butyl HP Kpi Haut : :
4 Butyl FF Kpi bas E '
5 Butyl HP KCl bas § @
6 Butyl FF Kpi Haut EimmaE Butyl FF
7 Butyl FF KCl bas I I e
- . Molarite{ | .-
8 Butyl HP Kpi bas basse | @ 4 E/utyl'HP
KPi KCl

Tableau n°5 : Plan d’expérimentation réalisé et modélisation 3D des expériences. La molarité haute correspond a 2M
pour le chlorure de potassium et | M pour le phosphate de potassium. La molarité basse correspond a IM pour le
chlorure de potassium et 500mM pour le phosphate de potassium.

La concentration de la solution, la quantité chargée sur la colonne, le tampon d’élution ainsi
que le pH ont été fixés. Les réponses mesurées pour ce plan sont les mémes que pour le
plan précédent: rendement et DAR dans la fraction non retenue et dans la fraction
d’élution.

3.3.3 Surface de réponses

Afin de connaitre la valeur d’une ou plusieurs réponses expérimentales en n’importe
quel point du domaine, des plans de surface de réponses ont été réalisés. Un plan est
accompli pour chacune de nos deux populations c’est-a-dire une surface de réponse pour
anticorps nu et une surface de réponse pour 'ADC (qui contient une faible proportion
d’anticorps nu).

Jusqu'a présent, la quantité de produit chargé sur la colonne était fixée a 10mg/mL. Pour
savoir si la charge a une influence sur la séparation, nous avons fait varier cette quantité avec
la composition du tampon.

A- Surface de réponses Anticorps nu

D’apres les données actuelles de la littérature, la quantité chargée sur une colonne est
de 'ordre de 20mg/mL de colonne. Or, nous savons que la population d’anticorps nus n’est
pas majoritaire dans notre produit que I'on souhaite purifier. Il n’est donc pas utile de tester
des charges en anticorps nus trop importante. C’est pourquoi on a décidé de tester des
charges en anticorps nus de Img/mL, 3mg/mL et 5mg/mL de colonne (soit I'équivalent d’une
proportion de 5%, 15% ou 25% d’anticorps nus dans notre produit). La concentration en
phosphate de potassium, sel sélectionné par les plans de criblages, sera testée a 500mM,
750mM et |M. 9 expériences sont donc réalisées.

Le modele établit est un plan factoriel complet a 2 facteurs et 3 modalités et prend la forme
de I'équation suivante :

Y =b0+bl x XI +b2x X2 +bl-I x (XI.XI) +b2-2 x (X2.X2) + bl-2 x (X1.X2)
Avec « b0 » la réponse au centre du domaine, « bi », « bj » et « bij » qui représentent les
coefficients du modele et « Xi » qui sont les facteurs codés corrélés aux parametres étudiés.
Les Xi sont sans dimension et varient entre +| et -I. |l est normalement nécessaire de
réaliser des points tests a posteriori pour valider le modéle, mais ils n'ont pas été réalisés
dans notre cas par manque de produit disponible issu d’'un méme lot.

Ce plan est en fait réalisé 2 fois pour chaque colonne sélectionnée. Le plan

18



d’expérimentation est détaillé dans le tableau n°6 pour la colonne butyl FF.

Molarité
— 10004 @ <7
N°Exp Colonne charge Molarité |
| Butyl FF | 500
2 Butyl FF | 750
3 Butyl FF | 1000
4 Butyl FF 3 500 750/ & D &
5 Butyl FF 3 750
6 Butyl FF 3 1000
7 Butyl FF 5 500
8 Butyl FF 5 750 |
i 3 % Mg/mL

Tableau n°6 : plan d’expérimentation et modélisation 2D pour obtenir la surface de réponse de I'anticorps nu. Ce méme
plan a été réalisé avec la colonne Butyl HP.

Le rendement dans la fraction non retenue est la réponse mesurée pour ce plan
d’expérience. En effet on souhaite que I'anticorps nu n’interagisse pas avec la matrice et soit
éliminé dés le lavage post charge.

B- Surface de réponses ADC

Grace aux résultats de premier plan de surface, une seule colonne est utilisée pour
réaliser ce second plan. De la méme fagon la charge de produit sur la colonne ainsi que la
molarité du tampon ont été testées. LADC étant la population majoritaire par rapport a
anticorps nu, des charges plus élevées que pour le dernier plan ont été utilisées. Ainsi les
charges a 5mg/mL, 10mg/ml et 15mg/mL ont été retenues. Concernant la molarité des
tampons, les résultats du plan précédent nous ont permis de ne plus prendre en compte la
concentration a |M et de se focaliser en dessous de 750mM. Les molarités retenues sont
donc 250mM, 500mM et 750mM de KPi.

Le modeéle établit est un plan factoriel complet a 2 facteurs et 3 modalités et prend la forme
de I’équation suivante :

Y =b0 + bl x XI +b2x X2 +bl-I x (XI.XI) + b2-2 x (X2.X2) + bl-2 x (X1.X2)
Le plan d’expérimentation est détaillé dans le tableau n°7.

N°Exp Charge Kpi
mg/ml mM
I 5.0 250 Molarité {‘nl\-’l N
2 15.0 250 750 & L N/
3 5.0 750
4 15.0 750
5 50 500
6 15.0 500
500]
7 10.0 250 Q )
8 10.0 750 S ©
9 10.0 500
10 10.0 500
1 100 500 250 - =
@) L 2
12 78 438 » Mg/mL
13 122 438 5 10 15
14 10.0 625

Tableau n°7 : plan d’expérimentation et modélisation 2D des expériences pour obtenir la surface de réponse de
Fimmunoconjugué. En jaune les points de la matrice, en bleu les points au centre (servant a connaitre le bruit et la
courbure) et en vert les point tests servant a vérifier le modéle postulé dans tout le domaine d'intérét. Le point test

625mM KPi et |10mg/mL n’a en réalité pas été réalisé par manque de produit issu du méme lot de fabricaction.
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Les réponses mesurées sont donc essentiellement le rendement et le DAR de la fraction
d’élution mais également le rendement et le DAR de la fraction non retenue. En effet notre
produit contient initialement une faible proportion d’anticorps nus (<10%).

3.4 Test sur un Brut de conjugaison

Suite a la réalisation des différents plans de criblages et de surface de réponses, nous
avons déterminé des conditions dites « optimales » pour satisfaire notre objectif. Ce point
optimal a donc été vérifié sur un ADC purifié (uniquement dans un tampon phosphate) puis
sur un brut réactionnel (contenant du solvant organique et du cytotoxique libre), afin
d’étudier le comportement de ces espéces libres dans notre séparation.

3.5 Matériels

L’ensemble des essais a été réalisé sur une chromatographie Akta Explorer de GE
Healthcare®. Le logiciel UNICORN™ est utilisé pour piloter les essais. Un programme est
édité pour chaque manipulation et comprend les parties suivantes (Cf Annexe 4) :

- Equilibration de la colonne avec le tampon de départ.

- Charge sur la colonne, ou I'on définit le volume a injecter.

- Ringage de la colonne et fractionnement du pic, si détection de matiére non retenue sur la
colonne.

- Elution avec un second tampon (20mM KPi) en gradient ou en pallier. Un fractionnement
de I'élution est effectué pour récupérer dans un tube I'équivalent de un volume colonne a
chaque fois.

- Ringage apres élution

- Sanitization de la colonne a la soude IN pour détruire les éventuelles protéines non éluées.

Pour les plans de criblages, les colonnes « HiTrap HIC selection kit » de GE Healthcare® et
les colonnes « ToyoScreen HIC » de Tosoh® sont utilisées. Elles ont un volume de ImL et
le débit utilisé est de ImL/min. (Cf Annexe 3)

Pour les surfaces de réponses, les colonnes « HiScreen HIC » de GE Healthcare® ont été
utilisées. Elles ont un volume de 4,7mL. Le débit imposé est de 150cm/h (I.ImL/min) pour la
colonne HiScreen Butyl HP et de 240cm/h (1.8 mL/min) pour la colonne HiScreen Butyl FF.

Le logiciel NemrodW® a été utilisé pour la création des plans d’expériences et le logiciel
Modde® a été utilisé pour obtenir certaines figures notamment la modélisation des résultats
des plans de surface.

IV Résultats et discussion

4.1 Résultats du premier plan de criblage

Selon Jakobsson, quand on veut développer une technique HIC pour la purification des
protéines, il faut dans un premier temps définir le choix : de sa phase stationnaire, de son sel
et de son pH (Jakobsson & Al 2005). C’est pourquoi notre premier plan a consisté a étudier
ces parametres. Le choix d’étudier 9 colonnes se justifie par le fait qu’en plus de la différence
d’hydrophobicité apportée par les différents ligands, cela permet d’étudier I'influence du
média. En effet les résines GE Healthcare® sont constituées de billes en agarose alors que
les résines Tosoh® sont en polyacrylamide. (Cf Annexe 3).

Beaucoup d’études utilisent comme sel le sulfate d’ammonium car il fait parti des sels les plus
insolubilisant. Cependant, notre immunoconjugué ayant déja un potentiel hydrophobe
supérieur a une protéine classique, nous avons souhaité étudier des sels moins insolubilisant,
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ce qui éviterait la précipitation de I'immunoconugué. De plus le phosphate de potassium est
un sel déja présent dans le procédé de purification de 'immunoconjugué. Lutiliser éviterait
d’apporter une nouvelle espéce dans le milieu. Concernant les molarités, des tests
préliminaires nous ont montrés qu’a une concentration de |M en sulfate d’'ammonium, nos
protéines précipitent. Nous avons donc décidé de travailler a des concentrations plus basses
(200mM et 500mM)

Pour chaque expérience, le calcul des rendements et du DAR a été calculé par dosage UV.
Les résultats sont compilés dans le tableau n° 8.

N°Exp RdtNE Rt Dar NE Diar

FElution Elution
1 61.7 354 0.1 42
2 T6.6 482 0= 52
3 g30 0 1.5 ]
4 T3 TB9 o 43
5 an 0 14 0
§ 871 0 12 1]
7 823 0 12 ]
) 564 582 o 41
Q 219 0 14 1]
10 67.0 0 o ]
11 655 0 o 0
12 61.7 0 o 0
13 689 0 o ]
14 425 148 o 0.2
15 1014 0 20 0
16 1018 0 2.1 1]

Tableau n°8 : Résultats du premier plan de criblage étudiant 9 colonnes, 3 sels a 2 concentrations différentes et a 2 pH
différents.Le rendement dans la fraction non retenue correspond a un rendement global (ADC + Ac nu) tandis que le
rendement d’élution ne fait référence qu’a la quantité d’ADC mise en jeu (50% de la quantité totale).

Nous obtenons 3 profils :

Le premier cas de figure montre un rendement dans la fraction non retenue proche de 100%
avec un DAR d’environ 2 et 0% de rendement dans I'élution, et donc un DAR de 0.
(Exemple expérience n°3, tableau n°8). Notre anticorps conjugué n’a donc pas interagit avec
la colonne et a été éliminé des le départ.

Dans le second cas de figure, nous obtenons un rendement de I'ordre de 60% dans la
fraction non retenue avec un DAR de 0 : il s’agit de notre anticorps nu. Cependant, TADC
n'est pas élué et se décroche sous l'effet de la soude en fin de programme. (Exemple
expérience n° |1, tableau n°8). Nous sommes dans des conditions qui peuvent discriminer
les deux populations, mais nous ne pouvons pas récupérer notre produit, détruit par la
soude.

Enfin dans le dernier cas de figure nous obtenons un rendement dans la fraction non retenue
proche de 60% avec un DAR de 0 et un rendement d’élution concernant uniquement '’ADC
supérieur a 50 % avec un DAR de 4 (le DAR initial de ’ADC seul est de 5). (Exemple n°8,
tableau n°8). C’est ce cas de figure qui nous intéresse et que nous voulons exploiter.

Le logiciel NemrodW® réalise ensuite pour chaque réponse des tests statistiques (tests de
Student, analyse de la variance par un test de Fischer, calculs des résidus et test de
normalité.) pour estimer la valeur des coefficients et déterminer si le modele étudié est
explicatif. Cependant dans un plan de criblage, on cherche uniquement a savoir quels
coefficients sont les plus actifs et non d'utiliser le modele dans un but de prévision dans le
domaine expérimental. En effet, une étude de criblage met en ceuvre un modele trop
simpliste, un écart par rapport au modeéle peut étre di non seulement a lerreur
expérimentale mais surtout a I'erreur du modeéle lui-méme.

Pour chaque réponse étudiée, le logiciel NemrodW® réalise des graphiques qui permettent
de visualiser les effets des facteurs. Le delta de poids entre les niveaux nous permet de voir
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si cet effet est actif ou non et les effets totaux nous permettent de voir dans quel sens I'effet
a lieu (augmentation ou diminution de la réponse mesurée)

La figure n°12 correspond a la réponse mesurée « Rendement Elution » et la figure n°13 a la
réponse « DAR de la fraction d’élution ».

Deite potds emtre a1 nivesux Effats totous

/

; prd
s pH /
= | i

i moarté

sl

N

calornes

Figure n°12 : Etude graphique de la réponse « Rendement d’élution » pour le |1*" plan de criblage. A gauche, le delta des
poids entre les niveaux, ici aucun n’est significatif (lls ne sortent pas des bornes). A droite, les effets totaux des facteurs.
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Figure n°[3 : Etude graphique de la réponse « DAR élution » pour le |* plan de criblage. A gauche, le delta des poids
entre les niveaux, ici les coefficients liés a la nature de la colonne sont actifs (ils dépassent les bornes établies et sont en
orange sur le diagramme). A droite, les effets totaux des facteurs.
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En compilant les résultats obtenus, on se rend compte que tous les facteurs ne sont pas
significativement actifs. Cependant, avec pragmatisme, on constate que certaines modalités
sont préférables a d’autres. (Cf tableau n°9)

rH Alolarite Sel: Colonnes

Temdacnce

Bury] HP
Butyl FF
Octy] FF
coag P Phenyl 6 FF
En passant de §53 73 - EC1 PP 600AL
{mm©} (NH)-50, Buevl 6200
Pheny] 650M
Hexyl 630C
Eiher 650M

Miveau
Miveay
helondanl 11
M odalite

7y Cietd FF
3) Bunl FF
A 4) Bury] HP
Rt g 4 .- o D Epi - o S)PPGSDOM | Ether
MR L1 % 3} (LS00, £) Phanvl FF 6500

7) Phenv] 6508
8) Butwl 6500
¥ Hexyl 650

) Bur] FF
3 Phanv] FF

4) PPG 6004
. {t ” B +| ¢ DEpi Ol | o HHexyl6soc | Bl
Elution 5, 5, NECI 50, 6) Ether 63500 e
T} Phanv] 6500
&) Burel 6300
g Oend EF

%) Ether £50M
£) Octvl FF

7) BPG 600M
SECL &) Butvl FF

2 Epi ONH): | 1 5)Phenyl FF Hexyl
50, 1) Buryl HP 630C
3 Burvl 6300
2y Phenyl 6508

e

A g

03 +1 4 5 [

2) Butyl FF
3) Phenyl FF
- _ 4) PRPG £00M
& i3 2 T aa 4| ¢ DEQ (IVEL): ¢ 5) Hexyl 650C Buryl
S 3 Epi 0. 6 Ether 6500 | HP
7) Pheny] 650M
8) Octyl FF
9) Butyl 650M

=4
I:.f'

i .5 200 (NHL),5%0, Buryl HP su Butl FF

Tableau n°9 : Compilation des résultats et des estimations statistiques des coefficients pour le | plan de criblage.

Finalement le pH 7.5 semble plus favorable pour obtenir un rendement d’élution et un DAR
élevé ainsi que ['utilisation d’une forte molarité en sels (500mM). L'utilisation de ce pH est en
outre un réel avantage car le produit se retrouve a pH 7,5 en sortie de conjugaison. Le
sulfate d’'ammonium est conseillé pour augmenter ces mémes réponses et les colonnes Butyl
HP et Butyl FF semblent les plus appropriées. Cela permet de ne pas retenir I'anticorps nu
pendant la charge et d’éluer ensuite ’ADC.

Il faut cependant noter que les colonnes Butyl 650M, Phenyl 650M et Hexyl 650C ont du
potentiel. En effet I'anticorps nu n’est pas retenu durant la charge, ADC est fixé sur la
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résine, malheureusement, il n’est pas élué par du tampon 20 mM Kpi. L’étude de I'ajout d’un
co-solvant qui réduirait les interactions hydrophobes entre la protéine et la résine pourrait
alors se justifier dans de tels cas. Mais ce n’est pas la stratégie que nous avons voulu suivre,
préférant trouver des conditions simples qui éviteraient I'ajout de nouvelles especes dans le
milieu.

4.2 Résultats du second plan de criblage

Les résultats du premier plan de criblage nous ont donné des indications sur I'influence
de certains facteurs et le sulfate d’ammonium semble étre le sel le plus approprié.
Cependant c’est un sel tres insolubilisant qui fait facilement précipiter les protéines. Son
utilisation doit donc étre minutieuse et laisse peu de marge de manceuvre concernant sa
concentration. De plus dans un milieu réactionnel sont présent divers solvants qui peuvent
augmenter les interactions hydrophobes et donc ne ferait qu’accroitre le risque de
précipitation si on utilisait le sulfate d’ammonium. C’est donc la volonté d’éviter I'utilisation
du sulfate d’ammonium, un sel trés insolubilisant pour nos protéines, qui nous a incité a
étudier plus précisément les 2 autres sels: phosphate de potassium et chlorure de
potassium.

Ce plan a été réalisé sur les 2 colonnes sélectionnées précédemment : Butyl FF et Butyl HP.
Le pH est fixé a 7.5. Les sels sont testés a deux molarités IM et 2M pour le chlorure de
potassium, 500mM et |M pour le phosphate de potassium. En effet a 2M de phosphate de
potassium, la solution devient légérement trouble, c'est-a-dire que la précipitation est initiée.

Les résultats de ce plan de criblage sont présentés dans le tableau n°10

Rdt NR Rdt elué Dar NR Dar elueé
22 52 0.48 3.45
12 64 031 3.15
0 52 0 1.60
8 50 042 3.20
32 22 0.78 4.01
0 48 0 2.08
26 20 1.11 3.90
2 64 0.40 2.86

Tableau n°10 : Résultats du second plan de criblage étudiant 2 colonnes, 2 sels a 2 concentrations différentes.

Les résultats et les études graphiques données par le logiciel NemrodW® concernant la
réponse « Rendement d’élution» et « DAR de la fraction d’élution sont présentées
respectivement par les figures n°14 et 15.
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Figure n°14 : Etude graphique du rendement d’élution pour le second plan de criblage. Les coefficients liés aux facteurs
ne sont pas actifs. Cependant des tendances sont données. L’objectif est d’obtenir le meilleur rendement en ADC
possible dans la fraction d’élution. L'utilisation du KPi a haute molarité semble la meilleure condition.
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Figure n°15 : Etude graphique du DAR de la fraction d’élution pour le second plan de criblage. Les coefficients liés au
type de sel et a la molarité sont actifs. Pour obtenir un DAR élevé (correspondant a 'ADC) dans la fraction d’élution, il
semblerait qu’il soit préférable d’utiliser le KCI a basse molarité.

En comparant ces données, on remarque que ces graphiques ne nous donnent pas les
mémes informations. Si on se focalise sur le rendement d’élution, I'utilisation du phosphate
de potassium a haute molarité semble donner un haut rendement.

Mais n’oublions pas que nous travaillons avec un mélange constitué d’anticorps nu et d’ADC.
Donc mieux qu’un rendement élevé, nous voulons un rendement qui corresponde a notre
ADC, c'est-a-dire a une fraction ayant un DAR proche de 4.

En regardant le graphique concernant cette réponse, les choix a faire sont inverses.
L’utilisation du KCI a basse molarité semble la meilleure solution.

On se rend bien compte ici des limites de I'analyse statistique du logiciel, qui ne fait
qu’attribuer des valeurs a des coefficients selon un modele mathématique donné. C’est
pourquoi I'étude des chromatogrammes (Cf figure n°16) est ici importante ainsi que la
connaissance de |'expérimentateur.
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Figure n°16 : Chromatogrammes obtenus pour le second plan de criblage. A gauche les graphiques concernant les
molarités basses, a droite les molarités hautes. En bleu sont représentées les courbes obtenues avec le Chlorure de
potassium et en rouge les courbes obtenues avec le phosphate de potassium. FNR : Fraction non retenue.

Avec ces chromatogrammes, nous constatons qu’a faible molarité, nous obtenons de TADC
dans la fraction d’élution avec le KPi alors qu’avec le KCI, la presque totalité du mélange
n’est pas retenue sur la colonne.

A haute molarité par contre, nous obtenons de ’ADC dans la fraction d’élution avec le KCI
tandis qu’avec le KPi la totalité du mélange est retenu sur la colonne. Nous ne séparons plus
nos deux populations.

Finalement les choix sont les suivants: nous pouvons choisir d’utiliser le chlorure de
potassium et de I'étudier a des concentrations encore plus hautes pour augmenter le
rendement dans la fraction d’élution ou nous pouvons choisir le phosphate de potassium qui
montre un bon début d’élution a une concentration de 500mM et une rétention totale sur la
colonne du mélange a haute concentration. Avec ces résultats, nous avons donc notre borne
supérieure : |M de phosphate de potassium induit des interactions hydrophobes assez fortes
pour que l'anticorps nu soit retenu sur la colonne. Nous avons également notre borne
inférieure : 200mM (Cf expérience n°3, plan de criblage n°l) de phosphate de potassium, les
interactions hydrophobes sont trop faibles pour retenir notre ADC sur la colonne.

De plus le milieu réactionnel de notre produit contient du phosphate de potassium et
beaucoup de réactions se font dans le phosphate. Faire une purification dans un tel tampon
évite alors d’ajouter de nouvelles espéces au milieu et permet d’ajuster le pH. En effet
l'utilisation du Chlorure de potassium seul ne permet pas d’ajuster un pH et nous sommes
obligés d’y ajouter une faible quantité de phosphate de potassium pour y parvenir, ce qui
complique la fabrication des tampons.

En conclusion, au terme de ce second plan de criblage, il n’y a pas de différences significatives
entre les deux colonnes et nous les gardons pour la suite. Le choix du sel s’est porté sur le
phosphate de potassium, déja présent dans le milieu réactionnel de notre produit et dont
nous avons déterminés les bornes de travail : 200 a 1000 mM. Nous pouvons donc passer a
'étude de notre optimum dans cet espace par la réalisation des plans de surface. Cela nous
permettra de connaitre la concentration optimale pour obtenir la séparation de nos deux
populations avec le meilleur rendement.
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4.3 Résultats des surfaces de réponses

La réalisation des 2 plans de criblages nous ont permis de sélectionner 2 colonnes, un
sel, un pH et une estimation de la gamme de molarité ou travailler. Désormais nous
souhaitons connaitre en n’importe quel point du domaine expérimental, la valeur d’'une ou
plusieurs réponses expérimentales afin de rechercher un optimum dans une zone de
compromis acceptable. Il faut donc trouver les relations existantes entre les facteurs et les
réponses. Ceci peut se faire grace a un modéle mathématique.

Si pour les plans de criblages, nous avons travaillé avec un mélange constitué a 50%
d’anticorps nu et a 50% d’ADC, nous souhaitions traiter les deux populations séparément
pour la surface de réponse.

4.3.1 Anticorps nu

Pour les deux colonnes, HiScreen Butyl HP et FF, seuls les rendements dans la fraction
non retenue ont été mesurées et sont présentés dans le tableau n°l | concernant la colonne
Butyl FF. Le méme tableau a été réalisé pour la colonne Butyl HP.

N°Exp Charge Kpi Rdt NR

mg/ml mM %

1 1.0 500.0000 84.00

2 5.0 500.0000 104.80

3 1.0 1000.0000 0

4 5.0 1000.0000 0

5 1.0 750.0000 74.00

6 5.0 750.0000 94.40

7 3.0 500.0000 97.30

8 3.0 1000.0000 0

9 3.0 750.0000 88.70

Tableau n°® || : résultat des rendements d’anticorps nus dans la fraction non retenue pour le premier plan de surface

pour la colonne Butyl FF.

A partir de ces résultats, le logiciel NemrodW® réalise les courbes de surface de réponses.
Puis, en fixant notre désirabilité, c’est-a-dire d’avoir un rendement uniquement supérieur a
90%, nous obtenons notre domaine expérimental exploitable. Ces domaines sont présentés

sur la figure n°

17.
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Figure n°17 : Zone de désirabilité pour obtenir un rendement d’anticorps nus dans la fraction non retenue supérieur a
90%. A gauche pour la colonne Butyl FF et a droite pour la colonne Butyl HP. Le process est peu sensible a la charge
pour la colonne Butyl FF.

En comparant ces deux domaines, nous observons que la zone de désirabilité¢ pour la
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colonne Butyl FF est plus large que pour la colonne Butyl HP. De plus avec la colonne Butyl
FF, la charge a moins d’influence sur le rendement récupéré ce qui est favorable. Nous
choisissons donc cette colonne pour la suite de nos expériences.

Finalement pour obtenir un rendement d’anticorps nus supérieur a 90% dans la fraction non
retenue, nous voyons qu’il est inutile de travailler avec une molarité de tampon supérieure a
750mM. Nous ne testerons pas ces molarités hautes pour la surface de réponse concernant
'ADC.

4.3.2 ADC

Parmi les 4 réponses mesurées, nous nous sommes focalisé ici essentiellement sur le
rendement d’élution et le DAR de cette fraction puisque nous travaillons avec 'ADC. Les
résultats des réponses mesurées concernant '’ADC sont présentés dans le tableau n° 12. La
réalisation des points tests nous a permis de mieux interpréter le modéle. Les résultats des
tests statistiques tels que la mesure de la variance par un test Anova | et 2 nous a confirmé
que le modeéle polynomial est validé et ajusté. De la méme fagon, la mesure des résidus
(différence entre la mesure observée et la valeur prédite par le modéle) a permis de donner
une estimation semi quantitative de I'ordre de grandeur de I'erreur expérimentale. Dans
notre cas, le modeéle est explicatif et ajusté, il est donc validé aux points expérimentaux.

N°Exp Charge Kpi Rdt NR DarNR  RdtElution  Dar Elution
mg/ml mM %o %
1 532 250 “1 " 3.9 N r
z 1596 250 3 A2 . 12
3 450 750 ‘ A4 10 27
4 13.50 750 LS. ). 542 ' 81
3 486 500 126 ! 53 7
6 13.95 500 14 4 3 &t 44 93
7 10.64 250 s 11 1 1)
8 9.00 750 - a4 K0 33
9 972 500 |84 TE
10 912 500 LR L% "2 N ks
11 830 438 123 } B Bl L 511
12 12.98 438 1 4 893 % ]y

Tableau n°12 : Résultats obtenus pour le plan de surface réalisé sur 'FADC. 4 réponses ont été mesurées : Rendement et
DAR dans la fraction non retenue et dans la fraction d’élution. En jaune sont présentés les points de la matrice, en bleu
la répétition du point central et en vert les points tests pour la validation du modéle.

Les graphiques obtenus pour ces réponses sont présentés par les figures n° 18 et 19.
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Figure n° 18 : Etude du rendement dans la fraction d’élution concernant '’ADC en fonction de la molarité du tampon
(en millimolaire) et de la quantité de produit chargée (en mg/mL de colonne) sur la colonne Butyl FF. Figure obtenue
grdce au logiciel Modde®.
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Figure n°19: Etude du DAR dans la fraction d’élution concernant '’ADC en fonction de la molarité du tampon (en

millimolaire) et de la quantité de produit chargée (en mg/mL de colonne) sur la colonne Butyl FF. Figure obtenue grdace
au logiciel Modde®.

Avec ces résultats, on remarque que le process est tres peu sensible a la charge puisque les
réponses obtenues sont quasiment linéaires. Pour obtenir plus de 80% de notre ADC, on
voit d’apreés la figure n°18 qu’il faut se placer a une molarité de tampon supérieure a 600mM.
Pour obtenir un DAR dans cette méme fraction qui correspond uniquement a notre ADC
de départ, c’est-a-dire compris entre 3,5 et 4,5, il faut se placer entre 550 et 750mM de
phosphate de potassium.

En réalisant notre profil de désirabilité, on obtient la zone de travail présentée par la figure

n°20.

2 500

L B B B B B B A
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Charge
Figure n°20 : Zone de désirabilité obtenue pour FADC pour obtenir un rendement supérieur a 80% dans la fraction
d’élution avec un DAR compris entre 3,5 et 4,5. Figure obtenue grdce au logiciel Modde®.

Nous observons qu’a 650mM de phosphate de potassium, nous sommes majoritairement
dans la zone de travail qui permet d’avoir un rendement situé entre 80 et 85% de rendement
avec un DAR de 4. Ceci est donc retenu comme étant notre condition optimale. De plus, en
se référent au plan de surface concernant I'anticorps nu, on sait qu’a 650mM de KPi,
I'anticorps nu n’est pas retenu sur la colonne et est éliminé dans la fraction non retenue.

4.4 Test sur un brut de conjugaison

Suite a la réalisation des différents plans de criblages et de surface de réponses, des
conditions dites « optimales » ont pu étre déterminées pour satisfaire notre objectif. C’est-
a-dire disposer d’un domaine ou 'on sait que la proportion d’anticorps nus sera séparée de
notre population dADC, que I'on récupere avec un rendement supérieur a 80%. Avant de
réaliser un essai sur un brut de conjugaison, nous voulions réaliser un essai pour prouver
que nos résultats précédents se vérifiaient. Afin de garantir I'élimination de la population
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d’anticorps nus, nous en avons ajouté 10% a notre produit que nous avons ensuite testé
dans nos conditions de séparation optimales. Nous obtenons un rendement d’ADC dans la
fraction d’élution a 89% et un DAR de 3,7. Une analyse HRMS a été réalisée sur la fraction
non retenue et sur la fraction d’élution, montrant que la population de nu est bien éliminée
dans la fraction non retenue. (Cf annexe n°5).

Afin d’étudier le comportement des especes telles que le solvant organique ou le
cytotoxique libre, nous avons réalisé un essai sur un brut de conjugaison en gardant les
mémes conditions. Le tampon KPi est a2 650mM, le tampon d’élution a 20mM et la charge de
produit 2 |0mg/mL de colonne (il s’agit ici de la charge médiane testée précédemment.)

Nous obtenons le chromatogramme présenté sur la figure n°21.

ADC
DAR3.6
Rdt 64.6%
|
|
|
|| ‘
ENR
DARI.5 ||
o |
Rdt 43% | SARSS

' Rdt < 6%

Figure n°21 : Chromatogramme de l'essai réalisé dans les conditions optimales sur un brut de conjugaison contenant de
'agent cytotoxique libre et du solvant organique. La courbe rouge correspond a 280nm, maximum d’absorption de
Panticorps et la courbe bleue au maximum d’absorption du cytotoxique. La courbe marron représente la conductivité au
cours de I'analyse. Les DAR ont été mesurés par SEC.

En regardant le chromatogramme au maximum d’absorption du cytotoxique, on remarque
qu’il y a un signal apres le pic d’ADC. Le cytotoxique est tres hydrophobe et est surement
élué apres 'ADC. Mais nous obtenons 2 décochements. Le premier contient encore de
ADC mais pas le second. Nous remarquons également une baisse de rendement par
rapport aux résultats précédents ou le rendement dans la fraction d’élution dépassait les
80%. Ceci peut s’expliquer de deux fagons.

La premiere par une influence probable du cytotoxique, qui est tres hydrophobe et pourrait
chasser de la colonne les anticorps faiblement conjugués par un mécanisme de compétition
pour les sites hydrophobes. Mais ceci reste cependant a étudier. L’influence du solvant

30



organique a hauteur de 5% a été étudiée de fagon concomitante. Il est éliminé dans la
fraction non retenue et n’influence pas la séparation lors de I'élution. (Cf Annexe 6)

La seconde raison serait que 'ADC préparé ici a un DAR moyen plus faible que le produit
utilisé pour les plans d’expériences. En effet le premier produit avait un DAR moyen de 3,4
et contenait 8,2% d’anticorps conjugués a une seule molécule de cytotoxique. Ici pour le
brut de conjugaison, le DAR moyen est a 2,3 et le produit contient 20% d’anticorps
conjugués a une seule molécule de cytotoxique. C’est pourquoi nous pensons qu’une plus
grande partie des ADC a DAR | sont éliminés avec l'anticorps nu dans la fraction non
retenue et cause notre perte de rendement global.

A partir de I'observation de la courbe de conductivité, nous en avons déduit qu’il était
possible d’améliorer cette séparation et d’isoler le pic dADC en réalisant un pallier
intermédiaire lors de I'élution. A partir de la valeur de la conductivité au niveau du pic
d’élution, on calcule la molarité du tampon qui lui est associée. Cette molarité correspond a
200mM de KPi. On décide alors de refaire le méme essai en modifiant notre élution. On
passe d’'un tampon de 650mM a un tampon de 200mM que I'on maintient pendant
'équivalent de 10 volumes de colonne puis on passe a un tampon de 20mM maintenu
également 10 volumes de colonne. Ce passage intermédiaire a 200mM correspond en réalité

a 71,4% du tampon 20mM et 28,6% du tampon 650mM. On obtient le chromatogramme
présenté a la figure n°22.

| ADC
|I DAR3,3
| Rdt 52%

| | DAR>5
| Rdt <10%

FNR
DARI,6
| _ Rdt 44%

£ I 1% 000 0

Figure n°22 : Chromatogramme de I'essai réalisé dans les conditions optimales sur un brut de conjugaison contenant de
'agent cytotoxique libre et du solvant organique en optimisant I'élution par un pallier a 200mM. La courbe bleue
correspond a 280nm, maximum d’absorption de Ianticorps et la courbe rouge au maximum d’absorption du
cytotoxique. La courbe marron représente la conductivité au cours de I'analyse. Les DAR ont été mesurés par SEC.
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La fraction non retenue, la fraction d’élution majoritaire contenant ’ADC et la troisieme
fraction contenant encore de I'anticorps ont été analysées par HRMS et les résultats sont
présentés respectivement a la figure n°23, 24 et 25.

VACAYT4-19-1 317 (5.968) M1 [B- 166152 n9] (Ge.1 D1 4500,1.00,1 20, R0y, S)(ZJ‘;E&.;.‘D"\LXEIQTEI .mw;‘TCF.;;E’E;:
e 145293 <
DAR = 1.1
!\
145420
|
|
" | D2
i 146172
i | (“45548 ﬂ 146301
kLT |
|}
1‘|'| I || | 148429
i1 | || ”f D3
| TRV i 147179
[ VU L\ raersT ) | 97823 447880
\V L1 b o JU LN - F
I Pl o \’\JI"\)\u al ) ", SRR,
144000

s
145500 1465000 146500 147000 147500 145000 148500

Figure n°23 : Résultats HRMS de la fraction non retenue. Celle ci contient 100% de des anticorps nu et essentiellement
de 'ADC a DAR |.
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Figure n°24 : Résultats HRMS de la fraction d’élution contenant 'ADC. Il est exempt d’anticorps nus et ne contient que
trés peu d’ADC fortement conjugués.
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Figure n°25 : Résultats HRMS de la seconde fraction d’élution contenant de 'ADC. Elle contient les ADC fortement
conjugué.
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Avec la réalisation de ce pallier intermédiaire, on obtient alors notre ADC séparé des autres
composants du milieu (DM4 tres hydrophobe élué a la fin) et exempt de la population
d’anticorps nus. On perd cependant du produit faiblement conjugué (DAR 1) dans la fraction
non retenue. On observe également que les especes fortement conjuguées, c’est a dire avec
un DAR supérieur ou égal a 4 sont éluées lors du second pallier. Finalement la fraction
d’ADC qui nous intéresse se retrouve non seulement débarrassée des anticorps nus, mais
présente également une population plus homogene d’anticorps conjugués.

Afin de vérifier si le cytotoxique est bien la cause de notre fuite importante d’ADC dans la
fraction non retenue, nous avons décidé de purifier le reste du brut de conjugaison par une
chromatographie de type gel filtration. |l s’agit d’'une HiPrep 26/10 desalting de GE
Healthcare qui permet facilement de séparer les molécules de haut poids moléculaire
(Anticorps) des petites molécules (ici, solvant organique et cytotoxique libre). Le produit
obtenu est donc dépourvu des molécules de solvants organique et de cytotoxique libre.
Nous retrouvons un produit pur que nous injectons sur la colonne HIC HiScreen Butyl FF.
L’injection s’effectue dans les mémes conditions que précédemment, c’est-a-dire 25mL d’une

solution a 2g/L soit |0mg/mL de colonne injecté. Nous obtenons le chromatogramme
présenté a la figure n°26.
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Figure n°26 : Chromatogramme du brut réactionnel purifié par chromatographie de gel filtration. La courbe bleue
correspond a 280nm, maximum d’absorption de Ianticorps et la courbe rouge au maximum d’absorption du
cytotoxique. La courbe marron représente la conductivité au cours de I'analyse. Les DAR ont été mesurés par SEC.

En comparant les figures n°22 et 26, on s’apercoit que le profil de la courbe au maximum
d’absorption du cytotoxique a changée. Le second pic ’ADC élué n’est plus perturbé par un
autre signal. Le cytotoxique libre est donc bien I'espéce éluée en dernier lors du second
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pallier d’élution avec les ADC a DAR élevés.

Les 3 fractions obtenues sont également analysées par HRMS afin de voir si la distribution
des ADC est la méme que celle obtenue avec le brut de conjugaison non purifié. Les figures
n°® 27, 28 et 29 présentent respectivement la FNR, la fraction d’élution | et la fraction
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Figure n® 27 : Résultats HRMS de la fraction non retenue du brut réactionnel purifié. Celle ci contient 100% de des
anticorps nu et essentiellement de '’ADC a DAR |
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Figure n°28 : Résultats HRMS de la fraction d’élution du brut réactionnel purifié contenant '’ADC. Il est exempt
d’anticorps nus et ne contient que trés peu d’ADC fortement conjugués.
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Figure n°29 : Resultats HRMS de la seconde fract:on d’elutlon du brut réactionnel punf‘ é contenant de 'ADC. Elle
contient les ADC fortement conjugué.
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Concernant le profil des distributions des especes, les résultats sont similaires. La population
d’anticorps nus est éliminée en totalité dans la fraction non retenue avec une proportion
d’ADC faiblement conjugués (DAR=I). La premiere fraction d’élution contient notre ADC
et sa distribution est resserrée. Il ne contient plus les especes fortement conjuguées
(DAR=5 et DAR=6). Ces especes fortement conjuguées sont récupérées dans la seconde
fraction d’élution. Le fait d’avoir éliminé le cytotoxique libre ne modifie pas, a priori, la
récupération de notre ADC dans la premiere fraction d’élution. Cependant si on se focalise
sur les rendements d’ADC récupérés (Cf tableau n°13) cette influence ne peut étre ignorée.

En effet 44% d’ADC passe dans la fraction non retenue lorsque le cytotoxique libre est
présent dans le produit contre 25% lorsqu’il est absent. L’hypothése avancée précédemment
sur le fait que le cytotoxique agissait par compétition sur la colonne en éliminant les
immunoconjugués a DAR faible se vérifie. Ainsi il est logique que le rendement dans la
fraction d’élution soit plus important, car les immunoconjugués ne sont plus éliminés dans la
FNR. Sans cytotoxique libre, les rendements sont plus favorables, et en combinant les deux
fractions d’élutions nous retrouvons un rendement proche de 80%.

Brut de conjugaison FNR Elution | Elution 2

44% 52% 9%

Brut de conjugaison purifié (FNR Elution | Elution 2

25% 64% 12%

Tableau n° 13 : Récapitulatif des rendements d’ADC obtenus dans les différentes fractions par chromatographie HIC
pour un brut réactionnel (contenant du cytotoxique libre) et un brut réactionnel purifié (sans cytotoxique libre). La
présence de cytotoxique libre influe sur la séparation et modifie les rendements.
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V Conclusion

L’objectif du projet était d’étudier la faisabilité de la chromatographie d’interactions
hydrophobes et de définir des conditions permettant de discriminer les populations
d’anticorps nus et d’anticorps conjugués d’un produit.

Le manque de données concernant l'application de cette technique de séparation aux
immunoconjugués nous a conduit a utiliser la méthodologie des plans d’expériences afin de
définir les facteurs majeurs qui influencent ce type de séparation sur nos produits. Cela nous
a permis de sélectionner une colonne de chromatographie (Butyl FF), un sel (phosphate de
potassium), ainsi que son pH et sa molarité (pH 7,5 et 650mM). La réalisation de plans de
surface de réponses nous a permis de définir un domaine d’étude dans lequel nos résultats
peuvent étre prédis. Nous avons alors affiné nos conditions pour que la population
d’anticorps nus n’interagisse pas avec la colonne et soit éliminée des la charge du produit sur
la colonne. L’élution du produit par un pallier intermédiaire a 200mM permet de récupérer
une population d’immunoconjugués ayant une répartition en DAR moins étendue qu’a
I'origine. En effet les anticorps fortement conjugués ayant un DAR supérieur a 4 ne sont élué
qu’avec le second pallier a 20mM.

La réalisation de cette méthode a été faite sur un brut de conjugaison afin de connaitre
linfluence potentielle sur la séparation du solvant organique et du cytotoxique libre et de
voir ainsi si une application directe serait possible sur le procédé. On s’apercoit que le
cytotoxique, treés hydrophobe est I'espece éluée en dernier. Par conséquent on observe une
fuite des anticorps faiblement conjugués, moins hydrophobes que le cytotoxique libre. Ceci
nous cause une perte de rendement, car les anticorps faiblement conjugués sont éliminés
avec la population non conjuguée.

A T'heure actuelle, I'utilisation de cette technique de purification pourrait étre envisagée mais
cela dépendra fortement des objectifs souhaités, car le cytotoxique libre interagit avec la
colonne et cause une perte de rendement de récupération. Une alternative serait également
possible en éliminant ces composants parasites avant ou apres la purification par une étape
supplémentaire de type chromatographie ou d'ultrafiltration / dia-filtration. Il serait
également utile de réaliser une étude détaillée du comportement du cytotoxique sur une
colonne HIC. Cela permettrait de réétudier certains facteurs et d’exposer peut étre des
conditions favorables a I'élution de I'anticorps conjugué sans perte de rendement. Réunir de
telles conditions serait un réel avantage car cela permettrait de s’affranchir d’'une étape
supplémentaire de purification. Une application sur un procédé serait alors envisageable.
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VI Annexes

: Liste des ADC en développement clinique. Décembre 201 |

Annexe |

Source : (La Merie Business Intelligence 2011)
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Annexe 2 : Présentation des techniques d’ultrdfiltration-didfiltration, de chromatographie d’exclusion stérique et de
chromatographie CHT ceramic hydroxyapataite.

Schéma d’un systéme de TFF (filtration a flux tangentiel). Source :
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Annexe 3 : Caractéristiques des colonnes HIC General Electric et Tosoh. Sources : (www.gelifesciences.com s.d.)

(www.separations.eu.tosohbioscience.com s.d.)
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Annexe 4 : Exemple d’un programme UNICORN rédigé pour un essai.

UNICOEN 5.20 (Build 500}
User: Le Cam  13/06/2012 16:23:19Romance Daylight Time
Methed file: c:\...'\marion'DoE § 162012

Method Information

U 2012.mbl
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Annexe 5 : Résultats de I'essai réalisé avec les conditions optimales déterminées sur un mélange d’ADC et d’anticorps
nus a 10%. Tampon d’équilibration 650mM de phosphate de potassium. Tampon d’élution 20mM de phosphate de
potassium. Le chromatogramme est présenté avec les rendements et les DAR puis les résultats HRMS de chaque
fraction. On prouve bien que I'ensemble de la population d’anticorps nu est éliminé dans la fraction non retenue.
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Annexe 6 : Plan d’expérience réalisé pour connditre I'influence du solvant organique présent dans le brut réactionnel a
hauteur de 5 ou 10%. L’effet de la charge en mg/mL de colonne a également été étudié. Le solvant organique a une
influence sur la séparation lorsqu’il est présent a 10% dans le milieu en diminuant le rendement d’élution. A 5% il n’y a
pas d’influence sur la séparation.

Modéle expérimental
Y = b0 + bl.(XI) + b2.(X2)
« b0 » représente la réponse moyenne
Les coefficients « bi » représentent, sous l'aspect de valeurs numériques, les « poids » (ou les effets) des
facteurs mis en ceuvre. « Xi » représente les facteurs codés, sans dimension.

Domaine expérimental Plan d’expérimentation
Charge 2 5 mg/ml LA
10 colonne
DMAC 2 5 1 5 5
10 2 5 10
3 10 5
4 10 10
Résultats
Rdt NR Rdt Elué Dar NR Dar Elué
52 52 0.55 3.56
38 68 0.43 3.19
52 38 0.68 3.60
Tableau regroupant les estimations statistiques
des coefficients s
f Charge mg
Eu runge !-. _g - S_org
‘-.::I.:- E colonne

Chromatogrammes
p— — E — S T +20%
Bleu : Sans solvant organique s =y
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|
[ A
i ’ 10 P 24
| | :
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Abstract

Antibody Drug Conjugates (ADC) are cytotoxic agent linked covalently to an
antibody directed toward a specific cell surface target expressed by tumor cells. They are
becoming an increasingly important class of therapeutic agents for treatment of cancer with
one ADC approved in 201 | and more than 20 products currently in clinical trials.
Conjugation reaction leads to a statistical distribution (until 8 cytotoxic per antibody). For
most ADCs, average number of cytotoxic per antibody is 3 or 4. Therefore 2 drugs per
antibody will be sufficient to have efficacy but the percentage of unconjugated antibody will
increase. Nowadays, there is no purification step to eliminate this population of naked
antibody.

My thesis project was to study and develop a purification method to eliminate the
unconjugated population. Because cytotoxic is hydrophobic agent, ADC is more
hydrophobic than unconjugated antibodies. So HIC has been studied.

Design of experiment methodology was used to achieve two screening factors plans and two
optimization plans. Screening plans have allowed us to choice one chromatography column,
one salt and pH where to work. Optimization plans, for both naked antibody and ADC, have
allowed us to define a prediction space to recover our fractions with a satisfactory yield.
Optimal conditions were given and tested on a purified ADC and on a crude reaction (with
organic solvent and free cytotoxic.) This study have given us some information about free
cytotoxic interactions and allowed to improve separation method.

The method chosen eliminates totally unconjugated population, that is naked antibody
doesn’t interact with column with conditions chosen. Moreover the method recovers the
high conjugated antibody in a second fraction. Finally product recovered is naked antibody
free and have no ADC with more than 4 cytotoxic per antibody.

Key words:
Monoclonal Antibody, Antibody drug conjugate (ADC), Hydrophobic interaction

chromatography (HIC), Design of Experiment (DoE)



Résumeé

Les anticorps monoclonaux conjugués a des molécules cytotoxiques, appartenant a la
famille dite des immunoconjugués, font progressivement leur apparition dans [l'arsenal
thérapeutique contre le cancer avec un produit sur le marché depuis 2011 et plus de 20
projets en phase de développement clinique.

La réaction de conjugaison étant une étape statistique, on obtient une population hétérogene
d’anticorps conjugués par | a 8 molécules de cytotoxiques. Il persiste également une
proportion minoritaire d’anticorps n’ayant pas fixé de cytotoxiques. Cette population n’est
actuellement pas éliminée lors des étapes de purification, alors qu’elle n’est pas utile pour
l'activité thérapeutique envisagée par ce type de produit.

L’objectif de mon projet de thése a été d’étudier et de développer une méthode de
purification des immunoconjugués permettant d’éliminer la population d’anticorps nus qui n’a
pas fixé de cytotoxiques lors de la réaction. La méthode de chromatographie d’interactions
hydrophobes a été retenue pour cette étude. Elle permet de séparer les composés par
ordre d’hydrophobicité croissante. Le cytotoxique étant un composé hydrophobe, il est
donc logique que I'immunoconjugué soit plus hydrophobe que I'anticorps nu. Sur cette base,
une séparation est donc envisageable.

La méthodologie des plans d’expériences a été utilisée pour réaliser deux plans de criblages
ainsi que deux plans de surface de réponses. Les plans de criblages réalisés nous ont permis
de sélectionner une colonne de chromatographie, un sel pour le tampon, un pH de travail
ainsi qu’une gamme de concentration pour le tampon. La réalisation de plans de surface sur
anticorps seul d’'une part et le conjugué d’autre part nous ont permis d’établir un domaine
de prédiction pour obtenir nos populations dans les fractions voulues, avec un rendement
supérieur a 80% pour chacune d’elles. Des conditions optimales ont été déterminées puis
testées sur un produit conjugué pur et sur un brut réactionnel contenant du solvant
organique et du cytotoxique libre en excés. Le comportement de ce brut de conjugaison a
permis d’initier I'étude de I'influence des composants du milieu et d’'améliorer la méthode de
séparation.

La méthode retenue permet alors d’éliminer en totalité la population d’anticorps nus lors de
la charge, c’est-a-dire que les conditions mises en jeu préviennent linteraction avec la
matrice. En plus de cet objectif atteint, la méthode permet de récupérer dans une fraction
indépendante les anticorps fortement conjugués (5 a 8 cytotoxiques fixés). Finalement le
produit récupéré est non seulement dépourvu d’anticorps nus mais contient un mélange plus
homogene d’anticorps conjugués avec seulement | a 4 molécules de cytotoxiques.

Mots clés :
Anticorps monoclonaux, Anticorps immunoconjugués, Chromatographie d’interactions
hydrophobes (HIC), Plans d’expériences.



