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Nouvelles approches de spectrométrie de masse pour la
caractérisation de protéines thérapeutiques bioconjuguées

These soutenue par: Rania BENAZZA

Dirigée par: Dr. Sarah CIANFERANI

Introduction

Les développements dans le domaine de I'oncologie ont permis I'émergence de nouvelles classes de
protéines thérapeutiques. Les anticorps monoclonaux (mAb), les anticorps a domaine unique (VHH),
les mAb multi-spécifiques ou les anticorps immunoconjugués (ADC pour antibody-drug conjugates)?
en sont la classe la plus représentative. Ces derniers sont congus a partir du couplage covalent des
mAb a des molécules cytotoxiques par le biais d’un bras espaceur (le linker)?, et se distinguent des mAb
par leur efficacité thérapeutique et leur spécificité accrues. La caractérisation des ADC/PDC (PDC pour
protein drug conjugates) obtenus représente un véritable défi analytique en raison de leur haut poids
moléculaire, de leur variabilité intrinseque (modifications post-traductionnelles, PTM) et de

I’lhétérogénéité additionnelle résultant du processus de bioconjugaison®*.

La spectrométrie de masse (MS) couplée a la chromatographie liquide (LC) a le potentiel de surmonter
ces difficultés et de faire face a la complexité structurelle de ces protéines afin d'évaluer les différents
attributs de qualité critiques (CQA) exigés par les organismes de réglementation®. Il existe donc
plusieurs approches et méthodologies pour caractériser ces protéines a plusieurs niveaux (intact,
middle ou au niveau des peptides). La MS native (nMS) est une technique basée sur l'ionisation par
electrospray (ESI), qui permet de transférer dans la phase gazeuse du spectrométre de masse la
protéine solubilisée dans un tampon volatil et non dénaturant (typiquement de I'acétate d’'ammonium,
AcONHg), ce qui permet de maintenir les interactions non-covalentes®. Pour cela, un échange de
tampon est nécessaire. Il peut se faire manuellement ou de maniére plus automatisée par couplage en
ligne a la chromatographie d’exclusion stérique (SEC-nMS)’. Il s’agit d’'une étape clé afin de gagner en
temps d’analyse et d’apporter une autre dimension de caractérisation grace a la séparation des
especes en fonction de leurs volumes hydrodynamiques. Les informations obtenues par SEC-nMS
permettent de renseigner sur: i) la quantité de mAb non conjugué (D0), ii) le nombre moyen de drogues
conjuguées par anticorps (avDAR, average drug-to-antibody ratio), iii) la distribution des drogues (DLD,

drug load distribution) et iv) les variants de taille®. La nMS peut également étre couplée a la
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chromatographie échangeuse d’ions (IEX®) afin de séparer et caractériser les mAb en fonction de leur
différence de charge nette. Plus récemment, des approches de séquencage des protéines intactes
(sans digestion), appelées top down MS (TD-MS)™°, ont été décrites, permettant en plus d’une mesure
de masse précise, de fragmenter les protéines directement au niveau intact (top, TD-MS) ou apres une
digestion contrdlée pour obtenir des fragments de 30-50 kDa (middle, MD-MS)!. Ainsi, la
caractérisation des variants de charges (ex: PTM) et I'identification de la position des drogues sont

accessibles directement, sans préparation d’échantillon extensive.

C’est dans ce contexte de développements de méthodologies basées sur des techniques de MS a la
pointe pour améliorer la caractérisation des protéines conjuguées (a partir de mAb ou d’autres

protéines) que se situe mon projet de thése qui est articulé autour de deux axes principaux:

e |'amélioration des techniques de couplage LC-MS pour la caractérisation rapide et
automatisée des protéines conjugués; ADC/PDC.
o Ledéveloppement de nouvelles approches de TD/MD-MS pour la caractérisation des protéines

thérapeutiques.

Partie | : Introduction aux anticorps monoclonaux (mAb), aux formats basés sur

les mADb, ainsi qu'a leurs stratégies de caractérisation

Cette premiere partie présente une introduction bibliographique aux mAb et aux formats basés sur les
mAb, qui constituent la classe la plus importante des immunoglobulines G (IgG) a des fins
thérapeutiques 2. Une attention particuliére est portée sur les ADC/PDC utilisés pour la thérapie anti-
cancer (Figure 1). J'ai aussi introduit les différentes stratégies analytiques existantes pour caractériser
ces biothérapeutiques avec une focalisation spécifique sur la nMS et TD/MD-MS qui font I'objet de

cette these.
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Figure 1: Les produits a base de mAb, approuvés aux Etas-Unis, dans I'Union Européene ou dans d’autres pays pour le

traitement de diverses maladies, y compris le cancer. Chiffre basé sur des données publiquement disponibles au 04 octobre
2023. www.antibodysociety.org/antibody-therapeutics-product-data/
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La deuxieme partie de mon manuscrit de thése est axée sur I'automatisation du couplage de la SEC a
la MS en conditions natives pour la caractérisation des protéines thérapeutiques conjuguées, ainsi que
I’adaptation de ce couplage en conditions dénaturantes pour des systémes plus spécifiques.
1. Evaluation d’une nouvelle plateforme LC-MS pour la caractérisation des
biothérapeutiques
Ce premier chapitre concerne I'évaluation d’une plateforme intégrée LC-MS (BioAccord,
Waters) pour I'analyse en routine de protéines thérapeutiques. Cet instrument est composé d’un
systeme binaire de chromatographie liquide couplé a un détecteur a temps de vol (ToF). Le but de ces
travaux était de développer des méthodes d’analyse en conditions natives basées sur le couplage de
la nMS a différents types de chromatographie tels que la SEC ou I'lEX (SEC-nMS ou IEX-MS), ainsi que

de systématiser le traitement des données.

En utilisant le trastuzumab comme mAb de référence et apres optimisation des parametres LC (choix
de la colonne, choix de la phase mobile et du gradient), je me suis intéressée aux paramétres de MS
(voltage de cbne Vc, température de désolvatation T et pression en source Pi) afin d’évaluer leur
influence pour mieux transmettre le mAb en conditions natives ou dénaturantes, au niveau intact et
au niveau middle. De plus, le choix de la colonne a été particulierement discuté dans le but de
comparer une colonne SEC de derniére génération bio-inerte (Maxpeak BEH 250 A 2.5 pm, 4.6 x 150
mm, Waters) et une colonne SEC classique (BEH SEC 200 A 2.5 pm, 4.6 x 150 mm, Waters) (Figure 2).
J’ai pu aussi évaluer la résolution, la sensibilité (injection jusqu’a 500 ng) et la précision de mesure de
masse (<27 ppm pour les protéines de ~150 kDa) du spectromeétre utilisé. Les optimisations en
conditions natives m’ont permis de trouver un compromis pour obtenir une désolvatation et une
transmission efficaces des ions tout en préservant I'intégralité de la structure du mAb. L’ensemble de
ces optimisations a été comparé aux instrumentations déja présentes au sein du laboratoire (ex : ESI-
Q-TOF Synapt G2, Waters), mettant en évidence des différences de paramétrage reliées a la possibilité
d’ajuster (Synapt G2) ou pas (BioAccord) la pression dans la région de I'interface (1°" zone de pompage
apres la source ESI). J'ai ensuite évalué le couplage entre la chromatographie d’échange de cations
(CEX) et la nMS (CEX-nMS) sur le BioAccord afin de séparer et identifier les différents variants de charge
des mAb a I'échelle intact ou middle. Pour cela, le choix du gradient de pH et de sels volatils a été une
étape cruciale afin d’arriver a des conditions d’analyses optimales. Finalement, apres ces différentes
optimisations j'ai pu mettre en place des méthodologies versatiles de traitement des données en
utilisant le logiciel UNIFI via I'interface WatersConnect, pour analyser les ADC/PDC nouvellement

développés. Cette automatisation m’a permis d’effectuer et d’interpréter entre 10 et 15 analyses en
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moins de deux heures.

En conclusion, ce premier chapitre m’a permis de mettre en place des
méthodes LC-MS automatisées en conditions natives pour la caractérisation rapide des protéines

thérapeutiques, démontrant I'adéquation du BioAccord avec les spécifications d’un environnement
industriel, pour la caractérisation de plusieurs types d’ADC/PDC produits par mes collégues dans le
cadre du réseau européen ITN TACT (MSCA-ITN-2019), notamment : i) les ADC obtenus apres des
stratégies de conjugaison sélectives sur des mAb (BFC, Université de Strasbourg, France), ii) les PDC de

I'anticaline® obtenus par réaction de Ugi'* (BFC, Université de Strasbourg, France et Université

technique de Munich, Allemagne) et iii) a un site les protéines bi-spécifiques assemblées aprés une
bioconjugaison spécifique (Almac Discovery, Royaume Uni).
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Figure 2: Analyse SEC-nMS du trastuzumab au niveau intact (haut) et middle (bas) en comparant deux différentes colonnes
SEC; la colonne BEH SEC (noir) versus la colonne Maxpeak SEC (bleu). Chromatogrammes SEC-UV du trastuzumab intact (A)
et du trastuzumab digéré par IdeS (C) montrant les différentes espéces séparées. Les spectres nMS révelent l'identité de
chaque espéce, a savoir (B) le trastuzumab intact, (D) le fragment F(ab)'2 et (E) la sous-unité Fc, avec un zoom sur les états
de charge les plus intenses soulignant la présence de glycoformes pour le mAb intact et au niveau de la sous-unité Fc.
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2. Application du couplage SEC-nMS pour la caractérisation des ADC/PDC issus de la
conjugaison Ugi

Dans un second chapitre, j’ai souhaité illustrer I'apport de la méthode automatisée de SEC-nMS
pour la caractérisation d'ADC et de PDC issus d’une conjugaison spécifique Ugi. La réaction Ugi est une
réaction en deux étapes: 1) la premiére étape consiste a conjuguer simultanément de maniere
covalente deux résidus d'acides aminés, I'amine de la chaine latérale et les groupes carboxylates de
deux lysines et aspartates/glutamates voisins avec un aldéhyde contenant de |'azide et un isocyanure.
2) la deuxiéme étape est une dérivatisation de la drogue-linker par cycloaddition azide-alkyne (SPAAC)
[51-53]. Dans notre cas d’étude, les mAb ont été conjugués a la BCN-iminobiotine, ce qui a permis
I'incorporation d'une charge utile d'une masse moyenne de 769 Da (Figure 3). Afin d’avoir une
conjugaison spécifique, il faut donc cribler plusieurs parametres de réactions (ex : temps de réaction,
pH de la réaction... etc.) ce qui nécessite énormément de temps pour caractériser les mAb conjugués

a différentes conditions.
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Figure 3: (A) Représentation schématique de la conjugaison de mAb intacts a I'aide de la réaction d'Ugi. (B) Les réactifs utilisés
au cours des différentes étapes de la réaction d'Ugi.

La SEC-nMS a été un outil puissant dans ce cas, pour donner une mesure précise de la masse et
une évaluation rapide des différents CQA a savoir, le DO, DLD et avDAR ce qui a permis de sélectionner
les meilleurs conditions pour une conjugaison spécifique (Figure 4). La SEC-nMS a permis aussi
d’évaluer I'applicabilité de la réaction Ugi sur des systémes différents tel que les anticalines conjuguées
(AcDC). Les résultats obtenus dans cette partie de ma theése, suggerent fortement I'intégration de la
plateforme BioAccord dans les laboratoires du domaine biopharmaceutiques, afin d’accélérer le flux

d’analyses.



Résumé de la theése

A) Effet du pH sur la DLD B) Effet du pH sur le avDAR
50 M55 M6.0 M65 M7.0 8.0 M35 M9.0
40 1,50
- n=1 n=1
£
> 30
= 1,00
i x
@ 20 g
oy 2
G ® 0,50
g 10 '
£
0 T 0,00
DO D1 D2 D3 5.0 55 6.0 6.5 7.0 8.0 85 9.0
pH
C) Effet de I'aldéhyde sur la DLD D) Effect de I'aldéhyde sur le avDAR
Aldehyde 1 Aldehyde 2 Aldehyde 3
70 mAldehyde 4 W Aldehyde 5 n=1 2,50 n=1
g0 2,00
@ 50
& a0 & 1,50
[ o
'@ 30 & 1,00
£ 20
2 0,50
£ 10 I
0 ‘ L 0,00
DO D1 D2 D3 D4 o> 46"'&

bY 2 S
e Qe [\ ae
Née‘(\‘l P‘\de\o\l P\\de“\‘ Née“ P‘\de“\{

Figure 4: Analyses SEC-nMS des mAb conjugués issues de la réaction Ugi en utilisant différents pH et différents aldéhydes.
L’effet du pH sur la DLD (A) et sur le avDAR (B). Effet de I'aldéhyde sur la DLD (C) et le avDAR (D).

3. Avantages de la SEC-nMS pour la caractérisation des anticorps bispécifiques (bsAb)
Le but de ce chapitre était d'évaluer la capacité de la plateforme LC-MS de BioAccord a caractériser
des protéines plus complexes et de poids moléculaires plus élevé, a savoir les bsAb. En effet, j'ai
démontré dans cette partie que la gamme de masse limitée (jusqu’a 7000 m/z) du BioAccord ne
permet pas d’observer les formats de bsAb qui ont une masse de plus de ~200 kDa. J’'ai alors caractérisé
ces produits sur un instrument ToF similaire (Synapt G2 HDMS, Waters) qui a une gamme de m/z plus
élevée (jusqu’a 10000 m/z) en couplage avec la SEC. Dans un premier lieu, la SEC m’a permis de
guantifier relativement les différentes especes issues de la production des bsAb, ce qui a donné une
information sur I'efficacité de la réaction. Ensuite, la nMS a permis de révéler I'identité de chaque
espece grace a la mesure de masse précise. De plus, j’ai évalué ici une technique complémentaire a la
nMS, a savoir la masse photométrie (MP) qui est basée sur la microscopie a réflexion interférentielle.
Cette technique permet I'analyse des échantillons a faibles quantité (100 pM — 100 nM) dans leur
solution de stockage, ainsi que la caractérisation des espéces dans une large gamme de masse (jusqu’a
5 MDa). Les résultats obtenus avec la MP ont pu étre corrélés avec les résultats de nMS, ce qui met en

évidence la complémentarité de ces deux techniques pour la caractérisation des bsAb nouvellement

développés (Figure 5).
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Figure 5: Analyse des échantillons obtenus lors d'une réaction de chimie click basée sur la tyrosine visant a former un bsAb
trastuzumab-OKT3 1:2 et un bsAb trastuzumab-trastuzumab 1:2 a savoir: le trastuzumab déglycosylé, le trastuzumab
fonctionnalisé avec un bras TCO, le bsAb trastuzumab-OKT3 et le bsAb trastuzumab-trastuzumab (de haut en bas). (A)
Résultats obtenue avec la MP et (B) le signal UV obtenue aprés I'analyse SEC-nMS. La quantification relative en MP est basée
sur le nombre de compte a base de mesure de molécules individuelles (counts) et celle en SEC-nMS est basée sur I'intégration
des pics chromatographiques.

4. Evaluation d’une nouvelle plateforme LC-MS pour la caractérisation des
biothérapeutiques
Dans le dernier chapitre, je décris le développement d’un nouveau couplage LC-MS associant
la SEC en conditions dénaturantes et la MS pour la caractérisation détaillée d’un type particulier d’ADC,
appelés « ADC rebridgés »*°, qui résultent d’une reformation des ponts disulfures (rebridging) avec
incorporation simultanée d’'une molécule cytotoxique. Cette méthode de conjugaison est utilisée en
biochimie afin de modifier spécifiquement un mAb (Figure 6) ou son fragment de liaison a I'antigéne
(Fab) et conduit a la formation de nombreux produits de réactions non souhaités en plus des produits
finaux attendus, tels que les sous unités libres (demi-mAb, chaine lourde (HC) et chaine légere (Lc)

pour le mAb intact, ou le Fd et Lc dans le cas du Fab).
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Figure 6: Représentation schématique de la formation d’'un ADC rebridgé. (A) Un rebridging complet conduisant a
I'incorporation de quatre charges utiles entre les chaines lourdes et légéres de I'anticorps. (B) Conjugaison incompléte d'un
mAb intact conduisant a un mélange de sous-produits tels qu'un demi-mAb, un mAb sans 2 Lc, un mAb sans une Lc et des
sous-unités Lc et Hc. La charge utile est représentée par une étoile rouge.

Dans ce contexte, nil'approche classique de chromatographie liquide de phase inverse couplée
a la MS (rpLC-MS) ni la SEC-nMS n’ont permis une caractérisation optimale et facile de I'ensemble des
produits de réaction. J'ai ainsi développé une méthode LC-MS originale combinant les avantages de la
séparation en taille de la SEC réalisée en phase mobile dénaturante a la précision de la mesure de
masse en conditions dénaturantes, appelée dSEC-MS. Cette approche permet I'analyse simultanée des
produits de réaction covalents attendus, ainsi que celles des produits secondaires de réaction, via leur
séparation en fonction de leurs tailles. J'ai d’abord optimisé les parametres dSEC (choix de la colonne,
débit et phase mobile) et MS (Vc, T°) en utilisant un trastuzumab intact, digéré a la papaine (Fab et Fc),
digéré a I'ldeS (Fc/2, LC, Fd) et réduit au TCEP (LC et Hc), ce qui m’a permis de proposer une nouvelle
méthode analytique rapide (15 min) grace a |'utilisation de colonnes chromatographiques SEC bio-
inertes et de derniére génération (MaxPeak Premier Protein SEC 2504, 1.7 um, 4.6 x 150 mm, Waters,
Manchester, UK). Une étude similaire a déja été rapportée dans la littérature mais celle-ci nécessitait
un temps d’analyse trés long (80 min) en utilisant des phases stationnaires induisant des réactions
secondaires avec les analytes'®. Finalement, en utilisant une colonne bio-inerte, j’ai pu obtenir des
séparations chromatographiques efficaces des différentes espéces (Rs = 5.8) suivies d’'une mesure de
masse précise, ainsi que des pics chromatographiques plus symétriques (As = 1.74 pour le pic majeur).
Ensuite, j’ai appliqué la méthode dSEC-MS optimisée a deux Fab et un mAb intact rebridgés dans le
but de déterminer I'efficacité de la réaction ainsi que les CQA du produit conjugué (Figure 1C). En
résumé, dans ce dernier chapitre, j'ai mis en place une méthode dSEC-MS qui permet d’évaluer
I'efficacité des réactions de rebridging de mAb (~150kDa) ou de Fab (~50 kDa), en caractérisant
I’ensemble des produits de réactions, du produit majoritaire ciblé aux produits issus de réactions

incompletes. Ces résultats de cette étude font I'objet d’un article soumis a Talanta.
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Figure 7: Analyse dSEC-MS de Fab et de mAb intact rebridgés. (A) Superposition des signaux UV-SEC des trois échantillons de
Fab a savoir le Fab de référence (bleu), Fab#A (rose) et Fab#B (vert). La partie droite de la figure représente les spectres de
masse correspondants de chaque échantillon avec (B) le zoom sur I'état de charge 30+ pour le pic Fab (~10,8 min), (C) le zoom
sur le 14+ pour le deuxiéme pic (~12,9 min) et le (D) le zoom sur le 14+ pour le dernier pic (~13,3 min). (E) Profils SEC-UV dans
des conditions dénaturantes du trastuzumab intact (bleu) et du trastuzumab rebridgé (rose). Les pics de 1 a 6 représentent
les différentes espéces observées avec leurs masses correspondantes détectées dans la MS. (F) Profils MS de I'espéce de mAb
rebridgé intact zoomé sur le 48+ et (G) représente la distribution de la charge utile de mAb rebridgé intact.

Les analyses des formats basés sur les mAb au niveau intact avec la MS native nous permettent de
confirmer si la conjugaison a eu lieu ou non grace a I'évaluation de I'avDAR et de la DLD. Cependant,
pour déterminer le site spécifique de conjugaison, il serait nécessaire d'aller plus loin et de caractériser

la structure primaire des ADC/PDC par la caractérisation des fragments.

Partie lll : Développement de nouvelles approches MS de type top- et middle-

down pour la caractérisation des ADC/PDC

Le second domaine de recherche que j'ai abordé pendant ma these porte sur le développement
d’approches TD/MD-MS pour la caractérisation de la structure primaire des protéines thérapeutiques,
en utilisant un spectrometre de derniere génération (Orbitrap Eclipse Tribrid, Thermo Fisher Scientific)
équipé de plusieurs modes de fragmentations. Habituellement la caractérisation de la structure

primaire de ce type de protéines est effectuée par des approches bottom-up! utilisées en
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protéomique, qui consistent a séquencer les peptides obtenus aprés une digestion enzymatique par
nanolLC-MS/MS. Ces approches de peptide mapping peuvent étre chronophages et des artéfacts
peuvent étre induits soit au niveau de la préparation d’échantillon (conditions de digestions) ou de
I'interprétation des données (grand nombre d’ions fragments). Des approches permettant le
séquencage des protéines intactes (sans digestion préalable) sont donc intéressantes pour limiter les
artéfacts et aboutir directement a des informations de séquence primaire, incluant I'identification et

la localisation des PTM et des drogues (dans le cas d’ADC/PDC).

1. Implémentation d’approches TD- et MD-MS pour la caractérisation des protéines et
des mAb de référence

Ce premier chapitre est dédié a la description des optimisations réalisées en LC, MS/MS et
traitement des données pour I'analyse TD-MS de protéines de références (Myoglobine ~17 kDa et
carbonique anhydrase ~29 kDa) et MD-MS d’'un mAb de référence (trastuzumab ~150 kDa). L’analyse
TD-MS de la myoglobine a permis de mettre en évidence I'importance de I'optimisation de plusieurs
parametres surtout le choix de I'ion précurseur et I'énergie/temps de dissociation, afin d’avoir un
maximum de couverture de séquence. Ensuite, j'ai pu montrer la complémentarité de plusieurs
techniques de fragmentation (HCD, ETD et UVPD) qui a permis d’atteindre 99% de couverture de
séquence en combinant les fragments des trois fragmentations. En effet, obtenir une couverture de
séquence presque compléte n’est pas un défi quand il s’agit de la fragmentation de protéine de faible
poids moléculaire et qui ne contiennent pas de PTM. J'ai pu confirmer ensuite cette hypothese, avec
I’analyse de la carbonique anhydrase ou j'ai obtenu seulement 64% de couverture de séquence totale
dans les mémes conditions que ceux de la fragmentation de la myoglobine, mais avec I'identification
de la PTM (N-acetylation en position N-ter). L’analyse TD-MS de protéines de plus de ~30-50kDa
restant encore un véritable défi'?, nous avons réduit la taille de notre mAb par digestion enzymatique
suivie d’une réduction des ponts disulfures, pour travailler sur des sous unités de ~25-30kDa (approche

MD-MS) (Figure 8).
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Figure 8: Analyse rpLC-MS des différentes sous-unités obtenues aprés une digestion contrdélée du trastuzumab a savoir ; le
fragment Fc/2, Lc et Fd. (A) Signal UV des différentes sous