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Biothérapies / Biomédicaments

+ de 200 spécialités : infectiologie, cancérologie, hémostase, neurologie,
inflammation & maladies auto-immunes,...

Protéines de plus de 20 AA

Insulines

Anticorps monoclonaux : anti TNFa, anti-EGFR, anti-VEGF, anti-HER2, Fragments
Fab d’anticorps : Ex : abciximab, certolizumab pégol

Protéines de fusion : étanercept, abatacept

Cytokines : IL2, interférons a,

Facteurs de croissance glycosylés : EPO, G-CSF, romiplostim
Facteurs de coagulation (facteur VI, VI, 1X)

Hormone de croissance

Enzymes : altéplase, ténectéplase, asparaginase, o-glucosidase
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5,8 insuline

Particularités : masses molaires (MM)

15,501, |

19-20 : INf, GCSF
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PARTIE T : MM > 90 KDA

) Structure des Mabs, Cepts et autres

ll) Relation Structure — Activité & PK

lIl) Particularités PK vs petites molécules
V) Phases AD(M)E
V) PK des Mabs, Cepts et autres
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) Structure

Structure détaillée

ANTIGEN

Ce sont des Glycoprotéines (IgG) de MM = 150 kDa Q U R omuepE A BINDING SITE
— b /f).r:,, v

VH BOND
HEAVY \
CHAIN (Hc)

Des hétérodiméres de chaines lourdes (H) et légéres (L)

" ANTIGEN

4 chaines polypeptidiques composées de 8 domaines constants (C, et C)) )

et de 4 domaines variables (V, et V) ar/
CHAIN (Lc) N ts N
. Ll Ll . . C
Un fragment Fc (cristallisable) et deux Fab (antigen binding) ] —
REGION
Fc -
IlgG 1 principalement et IgG2 et IgG4 REGION
Les immunoglobulines sont des glycoprotéines Janeway, Immunobiology : The immune System

- hai in Health and disease, 2001
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) Structure

|) STRUCTURE DES MABS, CEPTS ET AUTRES

YYYY

Murine Ab Chimeric Ab Humanized Ab Human A Fc Fusion Protein
"ximab" "zumab"' "umab"' "cept"
Muromonab Rituximab Trastuzumab Adalimumab Alefacept
100% d : Infliximab Omalizumab Panitumumab Etanercept
( b de souris) (33% de souris) Efalizumab
Bevacizumab

M Human
Human Receptor
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) Structure

|) STRUCTURE DES MABS, CEPTS ET AUTRES

L YA N

Fab Fab' scFv di-scFv sdAb
(fragment antigen binding) (single-chain (single domain . . R .
variable fragment) antibody) Les anticorps blspeC|f|ques : deux sites

de fixation pour deux déterminants

% antigéniques distincts, mais Fc commun
. O

chemically linked BiTE

(bi-specific T-cell engager)

trifunctional antibody F(ab’),

-
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) Structure

|) STRUCTURE DES MABS, CEPTS ET AUTRES

Certolizumab pégol:
40KDa de MéthoxyPEG ramifié + Fab’= 90,8KDa

VL l:]! VH /l Anti-Tumor
CIMZIA 200 mg/mL Injection. \ i\

( |

Chemical structure:

VH | |\ VL \ ! Anti-CD3
o vhe

Bispecific Diabodies BiTEs

(‘I{j()l’(”_&( HOnCONH

(v

(-~ NH N
CH,O(CH,CH,0),,CONH conti~" 7|/-\/ s
o
o

PEC protéine avec catabolisme

Fab : Abciximab;MM = 45 KDa
—> cinétique classique d’une

et filtration/catabolisme rénal

4 -
- »

ﬂ ﬂ --Hl}" = i) ! ; ": T -::‘x '. fi T ) :
00 o=_T ____§ D Ol T

e

" Brentuximab vedotin : Lymphome hodgkinien CD30+ récidivant ou réfractaire
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) Structure

) STRUCTURE

KA Poonetal / Taxicobbgy and Appled Pharmacobogy 273 (2013) 298-313

e DM1 MCC linker__ Trastuzumab
O
oﬁ/:s\qllol\/\ s’q((" Fc substitué
Gl meq 2 c e E \\r/ Trastuzumab- Emtansine ou T-DM1(Kadcyla®)
" HN—

Where n~3.5

DM1/antibody
| | J
..
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PARTIE T : MM > 90 KDA

) Structure des Mabs, Cepts et autres

Il) Relation Structure — Activité & PK

lIl) Particularités PK vs petites molécules
V) Phases AD(M)E
V) PK des Mabs, Cepts et autres
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Il) Relation SA

AcM thérapeutiques

Relation structure / fonction

Dualité fonctionnelle d’'un AcM thérapeutiques
AcM se fixe sur une cible spécifique
AcM peut se fixer aussi potentiellement sur les FCR
AcM peut se fixer au la protéeines du complément Clqg
Pour les IgG fixation sur FcRn (R. Fc neonatal)

== Fixation a I'Ag w
Fab
== Fixation aux FcyR G

== Fixation au FCcRn
’ Fc
C

M2 Biotechnologies — Paci

== Fixation au C1q
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Il) Relation SA

AcM thérapeutiques
Relation structure / fonction

AGONISTE ADCC /ADCP
ANTAGONISTE /‘Cl) | aCD52 b
A alemtuzuma
O\\X\\
aCD20
oaVEGF rituximab

bevacizumab

aHER?2 aCD20
trastuzumab aCD20 rituximab
aEGFR rituximab
cetuximab

;.//H/

Mort de la cible

. cellulaire :
université Mort de |la cible
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Il) Relation SA

Déterminants de 'activité et de la PK des Mabs et Cepts (avec Fc)

Les determinants de la relation structure - Pk :

« Fab : Distribution fonction de la cible, charge/pl, liaison off-target
* Fc:FcyR et FcRn

* N-glycannes : influence sur la distribution et clairance

A L. -
r Binding ligands Relation to PK

% ﬁy — Antigen Target mediated disposition; charge/PI

mediated clearance; off-target binding

pﬂ —ﬁ Glycan receptor Glycan mediated clearance and tissue
Fc distnbution

—_ FcRn IgG recycling for long
£+ Cd half-life

Figure 1. Antibody features that contribute to PK properties.
Liming Liu Protein cell 2017
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Il) Relation SA
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LIAISON FC - FCRN

Voie de sauvetage par le FcRn ou récepteur de Brambell :

La licison de Fc peut étre protectrice et limiter le catabolisme lysosomial des Mabs et des cepts car la
fraction Fc se lie aux récepteurs Fc néonatal (FcRn) présents sur les cellules : Endothélium vasculaire,
monocytes, macrophages, cellules dendritiques, hépatocytes, epithelia intestinaux et rénaux

Ce mécanisme permet le maintien de concentrations suffisantes dans le plasma pour le

maintien de I'immunité de long terme et permet également le transport transplacentaire
des IgG maternelles
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Il) Relation SA

LIAISON FC

. 5. Cell surface (pH 7.4)
Antibod
- Antibody is released from
FcRn back into circulation

le pH 7,4
facilite la
dissociation

1. mAb uptake via FcRn

and FcyR interaction
\ FcRn

2. Endosome formation (pH 6)

ol
g

assure une

4. Antibody boun
FcRn is return
cell surface

liaison stable
au FcRn

Ig6 *
Vascular Space

Other protein () »‘ ‘

@ FcRn

) >~

Release of IgG from
* FcRn at physiologic

pH 7.4

Initiation of
fluid-phase
endocytosis

Intracellular Space
Recycling (Endothelial cells or monocyte)

Acidified endosome

endosome

(pH 6.0):
Some Ig6

binds to

FcRn
\ Lysosome:
Degradation of
non-FcRn bound
Sorting of IgG- proteins

FcRn complexes
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3. Antibody bound to FcyR is degraded
and antibody bound to FcRn protected

Figure 3 Protection of immunoglobulin G (IgG) molecules from lysosomal degradation by the neonatal fragment crystallizable-receptor
(FcRn) salvage pathway.
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Il) Relation SA
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Forte

liaison

lower FcRn binding affinity

neonatal FcR

3500
23000
£2500
(=]

<2000
1500
1000
500

0

Adalimumab

Abatacept

Omalizumab

Palivizumab

shorter half-life

LIAISON FC - FCRN

4000|

Les récepteurs FcRn protegent les IgG
du catabolisme

2 1gG : 1, = 21jcontre 2 & 7j pour
les autres Ig

Suzuki T et al: Importance of neonatal FcR in regulating the serum half-life of therapeutic proteins containing the Fc
domain of human IgG1: a comparative study of the affinity of monoclonal antibodies and Fc-fusion proteins to human
J Immunol 2010; 184: 1969-1976



Il) Relation SA

LIAISON FC - FCRN
I EEE——————————=———,

100 Figure 1. Relation entre la concentration

sérigque des immunoglobulines G et leur
demi-wvie (adapté d’aprés [41]).

80 ——

lls sont saturables, ainsi le catabolisme
60 —— des Mabs peut étre dose-dépendant
(t,, faible aux concentrations élevées)

Concentration des IgG (mg/ml)

cas du Rituximab entre 1 et 10 mg/kg

10 20 30 40 50 60 TO
Demi-vie (t,..) des lgG (jours)

Ll Ll \ ’ AY Ll r r
Les Mabs murins se lient peu a FcRn, d” oU leur clairance plus élevée que celle des Mabs

humains (ex : muromomab — CD3t 2 = 1)
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Il) Relation SA

PROPRIETES DES SOUS-CLASSES D’lgG

Masse moléculaire (kDa) 146 146 170 146
Concentration sérique (g/I) 6,98 3,8 0,51 0,56
Demi-vie (jours) 21 21 7 a2l 21

Passage placentaire ++++ ++ ++/++++ +++

Type d’antigéne

- Protéique ++ +/- ++ ++
- Polysaccharides + +++ +/- + /-
- allergene + - - ++
Activation du complément ++ + +++ -
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Il) Relation SA
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PROPRIETES DES SOUS-CLASSES D’lgG

Fixation aux FcyR

FcyRIl (CD64) - forte affinité
FcyRllay,5; (CD32a)
FcyRllag,5, (CD32a)
FcyRllb /c (CD32b)
FcyRlllag, 5 (CD16a)
FcyRllla,,55 (CD16a)
FcyRIllb (CD16b)

FcyRn

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

++

++

++

++

+++
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Il) Relation SA

CHARGE ET POINT ISOELECTRIQUE : AA CHARGES

La charge est définie par le pl (point isoélectrique) :

PourleslgG:pl=7,3%£ 1,2 (5,3 -9,4)
Si pH local < au pl = prédominance de charge @
Si pH local > au pl = prédominance de charge O

En général, la cationisation diminue la t, ,, et donc I'exposition, tandis que
y . . .
I"anionisation augmente t, ),

A l'inverse, la cationisation augmente la clairance et diminue I'exposition,
tandis que I'anionisation diminue la clairance et augmente I'exposition
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Figure 3. Relationship between charge/pl and half-life
and clearance in PK of mAbs. Reproduced from Igawa
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Il) Relation SA

GLYCOSYLATION

La glycosylation de Fc influence :

@ IgG L £ )
g 3
* le pl > D
o %
* la stabilité de la molécule vis-a-vis de la T° et de la protéolyse (= modification PK) Fab %w%
* lors de la préparation, des modifications post-traductionnelles (glycosylation, =
phosphorylation) peuvent survenir et modifier la PK (biosimilaires) = R ea®
C
* diminue I'immunogénicité (pas d’immunogénicité liée au domaine F )
* peut vectoriser vers des récepteurs spécifiques (mannose +++) Ca
1000
—&— Man 5
Man 8/9
—8— complex fucose
- 100 o
E
\g; GO-N GOF-N GO GOF Gl G1F G2 G2F
2 10
3
£
g L\ , B N-Acetylglucosamine
» i I - a @ Mannose
O Galactose
< Fucose
01 ' ¢ N-.Ar:'etvlr"leuraminic acid
. 0 7 14 21 28 35 (sialic acid)
EAQE—%KELFS Time (days) Man5 Man8 Man9 G1S1F G2S1F
zﬁi:ﬂfc?: Liu, Journal of Pharmaceutics Science, 2015
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PARTIE T : MM > 90 KDA

) Structure des Mabs, Cepts et autres

ll) Relation Structure — Activité & PK

lll) Particularités PK vs petites molécules
V) Phases AD(M)E
V) PK des Mabs, Cepts et autres
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lll) Particularités Pk

DISCORDANCE INTER-ESPECES

- Modification de I'expression et la vitesse de renouvellement de la

- Modification de

- Modification du caractére

Mab / cible et Mab / FcRn,

en doses répétées

B 4000 Etanercept

3500 *
‘F:SUU“ Alefacept Abatacept
<2500 o ¢
= 2000

1500

1000 Trastuzumab [Infliximab Adalimumab

Omalizumab

Palivizumab | O Chimeric antibody

@® Human antibody

@ Humanized antibody

Serum or plasma
anti-Cd11a concentrations (pg/mL)

& Fc domain fusion protein

(] O
500 @]
0 Rituximab
0 5 10 15

T, (days)

université
PARIS-SACLAY
FACULTE DE
PHARMACIE

Suziki, The Journal of Immunology, 2010

0.0

’

<0 Efalizumab in rabbits
Efalizumab in chimpanzees

1 Efalizumab in humans

< MuM17 in mice

Time (days)

Davis, Pharmaceutical biothechnology, 2013
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lIl) Particularités Pk

DISCORDANCE INTER-ESPECES

Concentration [pg/mL]
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1000

100

0.1

0.01

En préclinique : Modéles animaux pour PK

Utilisation de courbes d’allométrie pour extrapolation & ’'Homme, mais problémes de linéarité

Ex : linéarité chez le lapin, pas chez I’lhomme

Human

0.03 mg'kg
0.1 mg/kg
0.3 mg/kg
0.6 mg'kg
1 mg/kg

2 ma'kg

3 malkg

10 mg/kg

- LOQ 0.025 ug/mL

Time [days]

Concentration [pg/mL]

100

0.1

0.0

Rabbit

—=— 0.2 mg/kgsc

—o— 2 mg/kg sc
20 mg/kg sc
—=— 2 mg'kg iv

40

o U@ __

/ N
'I. \\
P O‘»\.

: O“““‘“*OH_,_H

y o]
I "
n L Ny
i ~u
i
e
I T T T 1
0 10 20 30

Time [days]

FPlasma concentration (pg/mL)

mAbO4
e - {c
100 8 8- Tg32He
- a Q’; —— = b
10 ?‘\— — \‘— e — EA:
|
4
01 ] L 1} L 1
0 200 400 600 800 1000

Time (hrs)

Avery, mAbs, 2016
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lll) Particularités Pk

Devenir du médicament

« Médicaments « classiques » :

— Libération )
— Absorption oL P
_ Distribution ~ of@Ve
. . < " Q4 T v
— Métabolisme i
— Excrétion

 Phases pertinentes :
— (Libération) W
. X ,f/)x’
— (Absorption) %\
— Distribution \

— Métabolisme = Elimination
— (Excrétion)
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[l) Particularités Pk

DISTRIBUTION

Le principal déterminant de la distribution & partir du compartiment sanguin est le
qui est fonction du

Vascular space l/\-l Interstitial tissue space ~

° . . o . Iva'l { \
L'importance de la distribution est liée : .\ /.
* & I'extravasation (f° de MM), __'.'Lj__’ 5
* & la localisation (site inj) et ~ —>
* dala densité de récepteurs l'\j': é
a 3

sieve effect

Les macromolécules ne passent pas
I’endothélium & jonction serrée (BHE) ( < de 1%)

| \
| .
'\_/J Osmotic pressure, paracellular pores, U/

Figure 2 Convective extravasation as major distribution process

for monoclonal antibodies (modified from ref. 12).

Pharmacokinetics of Monoclonal Antibodies Citation: CPT Pharmacometrics Syst. Pharmacol. (201 7)

Ryman and Meibohm
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doi:10.1002/psp4.12224
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METABOLISME / EXCRETION

La protéolyse ubiquitaire est la voie majeure de catabolisme

Pas de métabolisme par la plateforme hépatique (CYP, MAQ,..., phases |, Il ou
lll (transporteurs))

La clairance rénale par FG est faible pour les MM > 50 KDa

Les récepteurs FcRn jouent un réle protecteur
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PARTIE T : MM > 90 KDA

) Structure des Mabs, Cepts et autres

ll) Relation Structure — Activité & PK

lIl) Particularités PK vs petites molécules
V) Phases (A)D(M)E
V) PK des Mabs, Cepts et autres
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IV) Phases ADE

Pas d’absorption par voie orale

Compte-tenu des masses molaires :

Les coefficients de diffusion sont trés faibles et d’autant plus que les MM sont élevées 2 Les
régles de la diffusion passive s’appliquent peu aux MM > 20 KDa.

Ces molécules sont trés hydrophiles = Pas de passage transcellulaire par diffusion

Dégradation en milieu gastro-intestinal du fait de I'acidité et de la protéolyse

-
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(ABSORPTION) RESORPTION

IV, perfusion : non concernée : voie immédiate

- Epidermis
_| Transdermal
MO : dégradation totale N g
/ A \_ o 17\/ Intradermal
SC e1‘ (IM) e N\ )\/ t
= > Dermis
Ex : adalimumab, étanercept, omalizumab-xolair®, (palivizumab : synagis® =st : I
infections respiratoires de I’enfant dues au virus syncitial), Trastuzumab SC I A e = SRR
N . (@ 1] IM injection
o \“.-:3®//’/‘
Voie pulmonaire a I’étude (cancer du poumon) et

Voie intratumorale (a I'étude)

Intravitréenne : ranibizumab (Lucentis®) (dégénérescence maculaire)
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BIODISPONIBILITE

Résorption SC et IM des mAbs : Epidernis

Macrophage
Fibroblast

Trés faible convection des macromolécules au niveau

h— Adipocyte

des fenétres de I'endothélium Dermis

wlyraval

ECM

Blood vessel

Convection par voie lymphatique majoritaire si
MM > 16 KDa Hygodermis

Lymph vessel

Muscle

Les mAbs vont donc atteindre la circulation générale A

Efferent
vessels

principalement par la voie lymphatique aprés échanges

Interstitial Pre-collectors

au niveau des capillaires sanguins i
Collecting
: i lymphatic vessels

Lymph Capillaries in the Tissue Spaces

Tisgue cells

Lymph capillar “
3 B Mean Initial

T ISSUe spaces |
pressure lymphatics

(cmH.0)

Yenule

Arteriole —s

| ; ; o ;f- - ) .'
. Tissue fluid - = & 2 {
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IV) Phases ADE

Voie SC : Absorption/Biodisponibilité

Role of Lymph Drainage for Absorption of Proteins

Elle est comprise entre 60 et 80% et dépend :

704

Du site d’injection = Importance du réseau lymphoide § o
5 50 ,’/I/FN-aiia-za
De la taille de I'anticorps (MM) 5 e
g 304 ’,/,Eymchmmec
De la charge de I'anticorps (si chargé + 2 \ F) fal 47
E* 10 /’/ Inufin Supersaxo A, Hein WR, Steffen H. 1990.
De I'hydrophobicité de I'anticorps (7 hydrophobie = \ F) I Coeponafwatersabiccompeune
0 2 4 6 8 10 2 ¥ 16 18 2 following subcutaneous administration.
Molecular Weight [kDa] Pharm Res 7:167-169.

De la dose 2 Saturation de la résorption possible

Il existe une relation linéaire entre MM et la fraction de dose
absorbée par voie lymphatique

T .. €levé (7] en moyenne) car débit lymphatique faible

La charge et I’hydrophobicité du mAb modifie les intéractions avec le milieu interstitiel 2 Impact sur F,
la vitesse d’entrée etla T
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IV) Phases ADE
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Voie SC : Métabolisme pré-systémique

Le métabolisme pré-systémique par activité protéolytique (peptidases solubles,
de l'interstitium et de la lymphe, exopeptidases des surfaces cellulaires) limite
la biodisponibilité

Le métabolisme pré-systémique est saturable avec une biodisponibilité qui
augmente avec la dose: F A  avec DA

Volume injectable limité : 2,5 mL en SC et 5 mL en IM
Solubilité des mabs ~ 100 mg/mL Quantité injectable max 500 - 600mg
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IV) Phases ADE

Distribution (IV, SC, IM,...) : Mécanismes

1) Transport sanguin

2) Passage de I'’endothélium vasculaire :
- par Convection (importance de la taille des pores
paracellulaires)
- par endocytose médiée par FcRn

3) Pénétration et liaison tissulaire
- Endocytose simple

- Transcytose médiée par un récepteur

4) Distibution lymphatique

L]
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=

Interstitium (3] }‘
o ¥
| * ¢ 00
(1) )’ ’0 ‘. }' *.‘ x Blood

Tissue

Vascular Endothelial Cells

Modified from Lobo et l. J. Pharm. Sci 93 (2004) 2645
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L
1. Transport sanguin

Les macromolécules peuvent se lier a des protéines qui augmentent leur clairance

Licison & son récepteur membranaire (cellules circulantes)

Licdison Macromolécule /récepteur soluble circulant 088

r L] *
Macromolécule — Ac neutralisant S
Interstitmm }O

@Llc‘ }i:.‘ Bl

4

Tissue

Vascular Endothelial Cells

Madified from Lobo et al. J. Pharm. Sci 93 (2004) 2645
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IV) Phases ADE t

1. Transport sanguin

Ex : Anticorps neutralisants (HAMA, ADA)

Valable pour les protéines animales, chimériques ou humanisées (ex. infliximab)
Administration chronique, surtout en SC

Formation d’Ac neutralisants et de complexes Mab - Ac ou liaison IgE (ex. omalizumab)

Le complexe est éliminé plus rapidement que le Mab seul par le systeme réticulo-endothélial

@ Immune complexes can impact CL of Mabs

1000+ g CLFree.lgE > CL omalizumab: Ige = CL Free. omalizumab
—— Animal A without ADA
=5 v Animal B with ADA
£ m ADA concentration of animal B .
“&2100- %QW Free Omalizumab (E25), IgE, and Complexes
= in Cynomolgus Monkeys
=] 1
g 10 B——" 5
g ¥ = E25
§ 5 § 0.2 mL/hr/kg
o 1 = xo:
< o
£ v e o1
= E25:1gE Complex
0.1~ ; ; ; ; . . E 0.4 mL/hr/kg
0 10 20 30 40 50 60 2 125 | 1gE
Time (day) o 23mlL/hr/kg
S \'4
s
=

Figure 5. Hypothetical concentration time curves fol- 0.01 - Polyclonal

. . P . - . - Complex
lowing iv administration of a mAb in animals with or 43 mL/hr/kg
without ADA.
K o 72 144 216 288 360 432 504
universite Time (hours)
PARIS-SACLAY
- S—— Fox et al., Pharm Res 14:S217, 1997
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IV) Phases ADE

2. Passage de I'endothélium

2 mécanismes pour atteindre I'espace interstitiel et les tissus :

* Passage paracellulaire : convection

: O v/ * Taille pores paracellulaires
X . .
8), Jﬁ@\ * Pression osmotique
Interstitium \' O
* e Vascular space & Interstitial tissue space 3
o, 0 a
kol
N X
Y . — —
‘| I E
\ g
Vascular Endothelial Cells a \ 3
"\/.' Osmotic prussurc, p;}rcc:llular pores, &
Modified from Lobo et al. J. Pharm. Sci 93 (2004) 2645
Ryman, CPT, 2017
universite
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2. Passage de I'endothélium

CONVECTION & Vaisseaux sanguins

Limite de Coefficient de distribution

T ilai Localisati
ype de capillaire taille ocafisafion des mAbs

Capillaire non fenestrés

. . 50-110 nm Muscles, BHE, os 0.1-5

(jonctions serrées)

Capillaires fenestrés 50-800 nm Reins, glandes endocrines 5-10
o . H

SCPRINEES Cleeililie 1-10 Um Foie, rate, moelle osseuse 10-15

(sinusoides)

L]
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IV) Phases ADE
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2. Passage de I'endothélium

2 mécanismes pour atteindre I'espace interstitiel et les tissus :

* Passage transcellulaire

* Diffusion passive

* faible car PM élevé + hydrophilie

* Transcytose +++ via les cellules épithéliales

vasculaires
* Phagocytose

* Pinocytose

* Endocytose médiée par le récepteur
(aprés liaison du mAb & sa cible ou FcRn)

Phagocytosis

pHrodo™ Attached pHrodo™
Graen or Red Grean or Red
BioParticlas® reagents

BioParticls® magents
Outsids cell

pH ~74 )

g~/ \ ~

>

veidool [ 'K

pH~7.0-72 |

pH ~5 --,‘ s Phagosome

pHrodo™ BioParticles®
fluoresce brightly in low pH
of phagocytic vesicks

Endocytosis and pinocytosis

pHrodo™
Green or Red daxtran
Outalde cell
pH ~74
— ( _ -_
Irside call ! \
pH ~7.0-7.2 [
Early endosome
l pH ~8.3
?
8
e ©
(=]
Late endosoms
pH~65
L Lyacsoma
[2) ) pH ~4.7
e °

pHrodo™ dextrans flucresce
brightly In low pH of lysosomes

Antibody internalization

QA Y A B

Outside call -

pH~ A }\ | \ B ., }-
A T
[{ {f /f \

s ,l\ el
;Jgsﬁ?o‘i?!z 1‘ }\’L &
k. /

p'

7 \\..1\,

Recycling pathway

Early endosoma
l pH -8.3
' Late endosome
pH-55
>.~ oL
Lysosoma . Jee
pH ~4.7 }(0 -
7 pHrodo™ antibodies fluoresce

brightly in low pH of lysosomes
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Pénétration

IV) Phases ADE

3. Pénétration et liaison tissulaire

La pénétration tissulaire passe par 2 mécanismes

Endocytose simple
Endocytose médiée par Fcy & FcRn

~
Vascular space / \ Interstitial tissue space

.'/ ) \'.

S \_/

Lymphatic system

N
| |
"\_/,-'I Osmotic pressure, paracellular pores, -/

sieve effect

Figure 2 Convective extravasation as major distribution process
for monoclonal antibodies (modified from ref. 12).
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O .
10)0le
Interstitium% )‘@ } OL‘{“‘Q

)

p

“
b Yyt
YooY

Vascular Endothelial Cells

Madified from Lobo et al. J. Pharm. Sci 93 (2004) 2645

<}

Tissue

Blood
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IV) Phases ADE Pénétration

3. Pénétration et liaison tissulaire

- Les récepteurs sont en nombre variable et peuvent étre saturés = clairance non linéaire

- D’ou I'importance de la concentration, de la distribution des récepteurs, de leur débit
d’internalisation et de leur turn over dans la clairance du Mab

- Ceci est source de variabilité pharmacocinétique intra- et inter-individuelle
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IV) Phases ADE Pénétration

L]
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3. Pénétration et liaison tissulaire

Du fait de leur propriété physicochimques et du
type de I'endothélium, les mAbs se distribuent
dans :

Le plasma
La lymphe
Le foie et la rate

Les poumons (réseau capillaire important)

Total tissue : Serum concentration ratio

Les os (moelle notamment) et systéme digestif

La tumeur

L'équilibre plasma /tissu est beaucoup plus lent
que pour les petites molécules

Jadhav, Journal of Pharmaceutical Sciences, 2017

WLiver

B8M\usxcle

mSkin
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IV) Phases ADE

Pénétration

La BHE est une membrane biologique

Riche en P-gp =2 Efflux des molécules

Forte expression du FcRn
Role d’efflux des mAbs

Nombreuses jonctions sérrées

Convection difficile

Faible passage des mAbs (<0.5%)
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3. Pénétration et liaison tissulaire

Brain
Astrocyte end feet
Pericytes 15
Endothelial cell -/ 4
s = =3 1
= S
— - f- — e §
Tight tions
: » _d_Tight junctio =
Spl?)
J Receptor-mediated
Rpstricted Alransport Diffusion across BBB
piracellular h
& o
transport v Cross Section R
lon Transporters
acilitated Active -Na* (s
; -K* L)
Activeefflux ) 71 - etc. -l
-P-gp -etc. LAT1 %
- BCRP CAT1,3 v
- MRPs o
Blood N P

Griffith et al, Pharmaceutics, 2020
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IV) Phases ADE Pénétration

Distribution : quantification

Le plus souvent, modele bicompartimental (sang + lymphe/tissu cible)
Le volume de distribution utile au calcul de dose est le Vd (Vc + Vpéri)

Vd =V, + fuxV,
fu,

D’une facon géneérale, le Vd,, des macromolécules protéiques est proche

du volume : plasmatique ou Vc (3L) + lymphatique ou Vp (5 a 10L)
V, représentant le volume total de répartition des cibles
Soit un Vdss de l'ordre de 8 a 15L

L]
universite
PARIS-SACLAY
FACULTE DE
PHARMACIE



IV) Phases ADE Pénétration

Distribution : quantification

V,, proche volume plasmatique +/- espace interstitiel (3 — 10L)

Molécule
Adalimumab higG1 TNFa 5.5 16
chimeric:
Basiliximab CD25 /.5 4
mVar-hlgG1
Bevacizumab mCDR-hlgG1 VEGF 3.0 20
chimeric:
Cetuximab EGFR 4.2 L 4.8
mVar-hlgG1
Daclizumab mCDR-hlgG1 CD25 591 20
Omalizumab mCDR-hlgG1 IgE 551 20

Trastuzumab mCDR-hlgG1 HER?2 4.2.1 28
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V) Phases ADE Clairance

Clairance des mAbs et des Cepts
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Les voies habituelles empruntées par les petites molécules
(métabolisme hépatique avec excrétion biliaire ou rénale) sont
peu concernées

La voie principale de clairance est l'uptake cellulaire (suivi du
catabolisme intracellulaire en petits peptides et AA)

Il y a deux types de clairance d’uptake cellulaire pour les Mabs

48



Clairance des mAbs et des Cepts

Une clairance non spécifique, non saturée médiée par I’endocytose simple, les interactions Fc des

mAbs et des récepteurs cellulaires (FcRn, FcyR) puis le catabolisme lysosomial (concentration de
mAbs = 1 % des concentrations en IgG) ; clairance linéaire

, médiée par l'interaction spécifique des Fab2 du Mab et leurs
récepteurs cibles pharmacologiques (Vmax (f) nombre de récepteurs, Km (affinité) :

On parle de TMDD pour Targeted-mediated drug disposition (dépend de I'expression de la cible)

La clairance non spécifique est 5 a 10 fois inférieure a la clairance spécifique
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IV) Phases ADE

Clairance

U

a I'equilibre

dose

L]
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Clairance des mAbs et des Cepts

'Clupt X Css = Kjy [D]

= Clairance K. — Sang -V dépend de la
In clairance d’uptake
] -V ne dépend pas
gue de la
: . concentration
-Petites molécules sanguine
- Clt X CSS = Kin [D] 10 Cl
'Vss =fde CSanguine ?
-Vss indépendant de Cl uptake | _ clairance
Tissus

linput ligand e

AL + ligand =P (Ab — ligand
complex
elimination lelimination elimination
mAb ligand mAb — ligand

complex

Cellular target:
mAb-ligand complex tends to
take on the elimination
characteristics of the ligand
(TMDD apparent)

Soluble target:
mAb-ligand complex tends to
take on the elimination

characteristics of the mAb
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V) Phases ADE Clairance

Clairance des mAbs et des Cepts

Relativement différentes des petite molécules

Pas de métabolisme - Catabolisme +++ b ---= Cly,
B e CL,
Pas de filtration glomérulaire (150 kDa > 70 kDa) L
Impact IH et IR minoritaire = Pas d’adaptation poso 4
3 voies principales = 91
Elimination non spécifique N
o

Linéaire et non saturable

Elimination liée a la liaison a la cible (TMDD)

Non linéaire et saturable

0.01 0.1 1 10 100 1000 10 000
Serum mAb concentration (mg/L)

Formation d’anti drug antibodies (ADA)

Kuester, BJC, 2008
Anticorps dirigés contre le mAb
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IV) Phases ADE

Clairance

Clairance des mAbs et des Cepts

|dentique aux anticorps endogénes

Fc-Receptor mediated elimination
Uptake cellulaire (endocytose constitutive)
Modification du pH dans les endosomes
Déplacement de la laison FcRn-mAbs
Dégradation du mAbs si non lié au FcRn

Formation de peptides et d’AA

Clairance linéaire et non saturable

Cl > C|

non spécifique spécifique

5 a 10 fois plus importante
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Sorting p’o,e
Endosome

PH =
> = N
b\ 4‘ Antibody Recy i \(
cling
@ Endocytosis )‘ \ &/

Internalization of \
antibody-antigen ;{(1
complex.

pH =742 — ) @ Lysosome
* \ Trafficking of & Degradation of *
\ /’ antibody-antigen & antigen.
\ complex to sorting L -
endosome. 5 .. ® e
Vgt
\ /7 o
O
v %%
’
Conventional Engineered Soluble Antigen FcRn Degraded
Antibody Recycling Receptor  Antigens
Antibody

Klaus, Journal of Biomedical Science, 2021

M2 Biotechnologies — Paci
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IV) Phases ADE Clairance

Clairance des mAbs et des Cepts

* Receptor-mediated endocytosis

* Liaison mAb — Ag =2 internalisation complexe
au niveau du tissu

* Suite classique

 Saturable 2 Non linéaire
* Quantité fini de cible
* Dépend de [cible]
* Dépend de [mADb]

* Pas présent pour tous les mAbs

L]
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Initial binding to target and
distribution

Concentration (nM)

0.1

1 Illlllll 1 ]]l]lul 1 IIIIlII| Ll UL

Target saturated, mainly linear
elimination

Target partly saturated,
mixed elimination

Target not saturated,
mainly target-mediated
elimination

(=]

' | ' l ' I ' I
600 1200 1800 2400
Time (h)

Labcorp.com
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IV) Pk MM > 90 kDa PK & Modéles PK \ Bilan |
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Pharmacocinétique des mAbs (Cepts)

Attributes mAb characteristics

Binding e Binding very specific for target antigen
e Binding to FcRn and recycling contributes to long half-life

Ag, FcRn, Fcy

e Binding to Fcy receptors can result in effector functions

PK/PD . . e PK usually dependent on biology of target antigen and PD
Biphasic & long t, , . o : . A N _ _
/ e Typically biphasic PK profiles with relatively fast distribution phase and slower elimination phase; long half-life
Dose proportionality e Non-linear PK at low doses

e Linear PK at high doses after saturation of target Non linear &

Linear

& mAbs against soluble antigens with low endogenous levels typically exhibit linear PK

Distribution Small Vd e Distribution usually limited to blood and interstitial spaces
e Partitioning from blood to tissues is typically ~5-15%, except for brain where it is much lower

Metabolism e Carabolism by proteolytic degradation into amino acids Catabolism

No excretion but

Excretion

e No renal CL of intact antibody. May be cleared by damaged kidneys. Uncommon if MW >20 kDa

cellular uptake

Immunogenicity e Formation of ATAs against mAb could occur
e ATAs could impact PK, PD, efficacy, safety
e Immunogenicity in animals not predictive of humans

Impact of

ADAs
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PARTIE 2 : MM < 45 KDA

Absorption
.. P . Exemple : Erythropoiétines
Distribution

Elimination

Métabolisme
Modulation PK
Modéles PK




Particularités : masses molaires (MM)

5,8 insuline

50 Fab’ 119 : F(ab),
15,5 1_2—‘ 50-70 : Facteur IX 150 : Etanercept
60 Interféron pegylée 148 : Trastuzumab
19-20 : INf, GCSF 70 Rt Pa 150 : IgG
22 . Hormone
de croissance 210 : F VIl

30 : EPO

L]
universite
PARIS-SACLAY

37 : Darbépoi (ine

39 : GCS/ pegylé
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MM < 45kDa Cas de r-HUEPO

ABSORPTION
R-HUEPO (30KDA) PAR VOIE SC

=

Ul

)

o
!

T max :24-36 heures

Biodisponibilité incompléte en raison de

la taille des molécules et de la dégradation
de I’ EPO dans la peau par des peptidases . AV
(30 % pour EPO a)

=

o

o

o
!

= SC

500 -

Temps (heures)

Concentration du plasma (Ul/mL)
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MM < 45kDa Cas de r-HUEPO

DISTRIBUTION : R-HUEPO (30KDA)

Diffusion non négligeable (MM = 30 KDA)

mmmm) Vd augmenté / Mabs

Convection (importance des endothélia fenestrés)
Endocytose médiée par un récepteur cible

Distribution : Sang - Foie - Rate - Reins - Moelle
Vd, =~ 8,9 1L
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MM < 45kDa Cas de r-HUEPO

ELIMINATION/METABOLISME : R-HUEPO (30KDA)
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Endocytose (et catabolisme) dans les cellules circulantes ou
cellules endothéliales (clairance médiée ou non par un récepteur)

Endocytose simple ou médiée par un récepteur et catabolisme
hépatocytaire

Excrétion rénale et catabolisme

La vitesse du métabolisme (clairance) est largement dépendante des
séquences d’AA qui définissent I'accessibilité offerte aux peptidases
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MM < 45kDa Cas de r-HUEPO
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EXCRETION/METABOLISME RENAL(E)

Filtration glomérulaire (< 50 KDa) et l
dégradation possible par les

exopeptidases de la bordure en brosse
des cellules du TCP

Distal

Proximal m.

Tubule
Fitrata  linear peptides

Filtration glomérulaire (< 50 KDa) et
réabsorption tubulaire maximale par
endocytose et destruction dans les
lysosomes

Extraction & partir des capillaires sanguins Fig. 4 Pathways of renal elimination of proteins, including glomerular fitration, catabolism at the

oéritubulaires et métabolisme dans TCP huminal membrane, tubular absorption followed by intracellular degradation, and postglomerular
peritubular uptake followed by intracelluler degradation. [From Rabkin ef af. {12)
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r-HUEPO & NESP

MM < 45kDa

R-HUEPO (30KDA) & DARBEPOIETINE

EPO « et 3 sont un mélange de 6 isoformes contenant
@ a 14 molécules d’acide sialique avec une MM de HEPO
34 KDa (epoétine a : Eprex®, Epoétine B :
Néorécormon®,...)

a.  Addtional
R carbohydrate
side chains

Carhohydrate B Darbepoietn af
Bsido chaing i

La darbepoiétine présente deux chaines N-
glycosylées supplémentaires, 22 acides sialiques et a
un MM de 37,5 KDa : Aranesp® (Novel Erythropoiesis Receplor {

stimulating protein)

Receptor 1

Receptor 2 i Receptor 2

Figure 5, Molecular structures of tEPO (A) and darbepoetin alfa (B). Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Biotechnology [7],
2003, thEPO = recombinant human erythropoiin.

Séquence des AA différente : la NESP n’est pas de I’érythropoiétine
mais une protéine voisine : 5AA changes, mais méme activité
La partie proteique permet a la molécule de se fixer sur son récepteur
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MM < 45kDa
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R-HUEPO (30KDA) & DARBEPOIETINE :

r-HUEPO & NESP

DEMI-VIE

Epoiétine | Epoiétine | Darbepoiétine
alfa béta alfa
Voie
SOus- 24 h 13-28h 49 h
cutanée
voleintra-| g 14 99n | 25h
velineuse
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MODULATION PHARMACOCINETIQUE : PEGYLATION

MIRCERA®, CONTINUOUS ERYTHROPOIESIS RECEPTOR ACTIVATION

Cas de r-HUEPO

Chaines N — Epoétine béta
glycosylées

Masse moléculaire de 60 KDa
(environ 30KDa de PEG)

""" Intégration d’ un pont amide entre un
groupement amine
et I’ acide méthoxypolyéthyléne

‘.
|22

glycolsuccinimidyl butanoique

2

Se?

»
iy
’l
e
-
64
-

shmr

ST L
-
4
at

g

Une injection mensuelle est possible

Polymeére

’

K|

université Macdougall IC, Eckardt KU. Lancet 2006; 368: 947-53
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MM < 45kDa r-HUEPO & CERA

DEMI-VIE DES EPO

Agent Population Demi-vie (h)
moyenne (t+ SE)
\Yj SC
Epoetin alfa Volontaires sains?! C 6806 —> 19425
Epoetin beta Volontaires sains? 88205 — > 242+26
Darbepoetin alfa Patients en dialyse 253122 —> 48852
péritonéale?

C.E.R.A. Volontaires sains34 | 133+£9.8 | = | 137 £ 21.9 |
C.E.R.A. Patients en Dialyse 134 £ 19 139 = 20

péritonéale*>°

1. Halstenson et al. Clin Pharmacol Ther. 1991:50:702-712
2. Macdougall et al. J Am Soc Nephrol. 1999;10:2392-2395

3. Dougherty et al. ASCO 2004

. 4. Macdougall et al. NKF 2006
universite 5. Macdougall et al. ASN 2005
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PARTIE 3 : 45 < MM < 90 KDA

Absorption
Distribution
Elimination

Métabolisme
Modulation PK
Modéles PK

Fab ou glycoprotéines

-
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5,8 insuline

Particularités : masses molaires (MM)

15,5 IL,
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19-20 : INf, GCSF

22 : Hormone
de croissance

30 : EPO

50 FaF’

r)0-70 : Facteur I)\—I

119 : F(ab),

150 : Etanercept

60 Interféron [ gylé

148 : Trastuzumab

70 Rt Pa

150 : 19G

37 : Darbépoiétine

39 : GCSF pegylé,

|

N

210 : F VI




45 < MM < 90kDa Reopro®

ABCIXIMAB (REOPRO®)

MM = 45 KDa — cinétique classique d’une protéine avec
catabolisme et filtration /catabolisme rénal

Cinétique bicompartimentale : t,,, = 19 min correspondant & la

licdison aux récepteurs GPlIbllla des plaquettes (= 2
abciximab /GPlIbllla)

T, 3= 30 min dans le serum
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45 < MM < 90kDa
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Actilyse®

ALTEPLASE RTPA (ACTILYSE®)

Glycoprotéine

MM 59 KDa

Liaison forte affinité a la fibrine
Active la plasmine
Vd=28a4,6L

Métabolisme hépatique

80 % clairé du plasma en 10 min
Cl.,=35L/h

TV2a~=5min, T V2 B = 40 min

68



.
universite
PARIS-SACLAY
FACULTE DE
PHARMACIE

CE QU’IL FAUT RETENIR

différences PK trés importantes entre les macromolécules de MM > 90 KDa et < 90KDa

Pour les MM > 90 Kda et notamment les Mabs :

* Vd,, Cl; sont faibles et la localisation sanguine ou tissulaire de la cible complexifie la PK et la linéarité PK
avec la dose.

* Importance des FcyR et FcRn

* Inflammation, protéinémie et de I'immunogenicité
* || existe une clairance non linéaire.

* On note peu de variabilité due a I'lH ou I'IR

Pour les MM < 90 KDa

On peut réaliser une modulation de la demie vie par sialylation ou pégylation
* On se rapproche des mécanismes la PK des petites MM
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