G.Perret

perretg@Ifb.fr

MESURE DE LACTIVlTE
ANTICOMPLEMENTAIRE
(AAC) DES IGIvs :

UNE METHODE
BIOLOGIQUE PERTINENTE |
POUR LE SUIVI DE
STABILITE (DES IGivs)

i)

Responsable du Laboratoire de Caractérisation Biomoléculaire (LFB Biotechnologie -Développement Pharmaceutique

Responsable de la Plateforme Bioprocédés Innovants (LFB Biotechnologie -Innovation et Affaires Scientifiques)

ERELFB




CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

l Le test de mesure de I'Activité AntiComplémetaire (AAC) est un requis de
la pharmacopée européenne pour les Immunoglobulines IV depuis les
années 60 (Barandun et al. 1962, Vox Sanguinis) et I'injection des Ig IM par

voie V.

l Quel est 'utilité de ce test ?

Théoriquement = Identifier la présence de tous contaminants susceptibles
d’activer le complément de facon inadaptée en dehors de ses objectifs anti-

infectieux : en particuliers les agrégats et les IgM.
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CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

PRINCIPE DU TEST AAC SELON LA PE

Activation et 3
consommation du Titration du complément résiduel

lgs polyvalentes | compléement
Gamme de concentrations %

+ Complément de cobaye titré¢ — >

K MBL
Clq @ Ficolin b C3?/63”3°
gir MASP-2 @~
sy D  Cc4bza (‘ -,

Utilisation de GR de mouton sensibilisés
par un anti-sérum de Iapin

+

- \ﬂ)’“\

complément résiduel a titrer

Le résultat est exprimé en % correspondant a la proportion de
complément consommée par rapport au témoin 100% complémente——
Objectif: AAC < 50%
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CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

UAAC : UN TEST LARGEMENT CRITIQUE

Test qui n’existe que dans la PE 5 - [

Test complexe :—I—::Hﬂ “ i

Peu robuste N..N._ .,iﬁm,.

Protocole interprétable —*: E E
. Pt

Inadapté aux Ig liquides formulées a pH acide : biais pH avec

« consommation artefactuelle » démontréee au LFB

Biologiquement pertinent ? =55 ©* J N

Origine et rationnel du seuil 50% inconnu.... ) aZ AN

Et...dont le ou les biais peuvent conduire a des § o(—;/?i'// |

valeurs hors spécifications : . '
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LA STRATEGIE

La méthode AAC apparaissait plus comme un probleme qu’un atout
pour garantir la qualité du produit...

Stratégie proposée: Développer un test ou plusieurs tests alternatifs de
mesure de 'AAC pour :

1. Appuyer la démonstration de stabilité du produit

2. Proposer des modifications sur |la mise en ceuvre de la méthode
AAC-PE et les valider (fusion de deux étapes pour limiter la
manipulation des Ig a pH neutre)

3. Vérifier I'intérét de cette mesure

Et...obtenir un test plus fiable et plus facile de mesure de 'AAC pour
remplacer |la méthode PE
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Approches alternatives de mesure de 'AAC

L'ELISA Clq

Principe : Mesurer la capacité des IgGs
(dénaturées, agrégées, engagées dans
un complexe immun) a
fonctionnellement lier le C1g immobilisé
sur une plaque.

Révélation des IgGs liées par un anti-Fc
couplé peroxydase.

Etapes :

OPD (substrat)

Streptavidin HRP
(enzyme)
Biotinylated mAb anti-Fc

g =
=
=

Aggregated IgG

=
=

Plate well

Libération du Cha

Principe : Mesurer I'activation du complement
par la préparation IgG a tester dans du sérum
humain.

Dilution appropriée du sérum humain pour
favoriser la sensibilité a I'activation.

Test en 2 étapes :
1) Incubation dans le sérum
2) Dosage du Cbha libéré par un ELISA

Etapes :

Step 1: Complement activation by al
the ways potentially triggered by

1gG sample
Aggregates
mmmmmm
Complex DAMP ACAMP PAMP

Step 2: C5aELISA

OPD (substrat)

| 4
c‘? {+) f FELE
L — : - — <={ Streptavidin HRP
q mBL Ficolin (eﬂzyme)
355 <: Biotinylated polyconal
anti-Human C5a antibody
| T — ' (: csa
cccccc
Classical Lecti Alternative
B }ca Convertase
b | = riatewen
C5 Convertase v
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Voies d’activation du complément regardées en fonction

des tests

\ Voie classique | La liaisons au C1q
mesure un marqueur
majeur de
degradation des Ig :
les agregats

—
IgG Clq

,S

C3 conyvertise
€ can

Cilgrs gﬁ_p

Vme des lectines

C5 convertase

(OB
@’@OC 5

MBL—P»MASP

. _ l Wiy
f{ﬂg _L, €» © @jhcsbcﬂ —r‘ﬁvsﬂ K
Q{;’-\%\ T @ ||1'.'::.;I.;.:'.:-.‘i\: f c:r '%

mein branaiee
Ba - gf-——«f ,/] @ .- %@

OS5 convertase

Paroi cellulaire
microbienne

C3 condertase

Surtaces =" Le faCteUr C5a
e commun a toute les
voies d’activation du

complément

activatrices

Voie alterne

L'ENGAGEMENT ETHIQUE



GENERATION D’ESPECES ACTIVATRICES

IgIV 10%

Ajustement a pH 7 )2
avec Tris/Alb 4% Rl (=) P17 i)
Etape de stress : Etape de stress :
chauffage 3 h a 57°C chauffage 3 h a 57°C

Analyses :

Clq
Cbha

HPLC SEC HPLC SEC

SDS PAGE SDS PAGE
AAC modifiée AAC modifiee

Analyses :

Clq
Cbha
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ldentifications d'especes polymeriques

difféerentes
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MODELISATION DE LAPPARITION D’ESPECES ACTIVATRICES

« LE SPIKING »
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|dentifications d’especes polymeriques différentes

39 39
4,0 WpH 4.6
®pH 7.0 3.6
= ==BRE
3,07 ace §
C5a - :
= =
o -]
& -
» »
o o
o =]
Qo ©
2,0 1
L5
1,1 13 11
] -— -
L0 + 09
0.5
. v - v 0,0 + . - . —
110 (starting 110 +0,5% 110 + 1% 110 + 2% 110 (starting 110 +0,5% 110 + 1% 110 + 2%
material) pH pol,\'!ncn pol}"um ])0|}‘!|\CI$ material) pH polymers polymers polymers
4,6 spike spike spike 1,6 spike spike spike

Especes polymériques génerees a pH neutre « hyperactivatrices» du
complément: toute manipulation a ce pH doit absolument étre limitee.
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SENSIBILITES DES METHODES

CORRELATION AAC — C5A

— / >
Lo 7 0,95 351 =110 + Polymers spike 100
,' : - - -BRP > P —_—
0.9 4 =110 + Polymers spike B 3.0 - %0 4 110 + Polymers spike
... 3,0 - - - Conformity
|- - = = =
08 80 - s 5 ]
’ i - L 2 2 ]
S 5 % 2 e 2 2
07 4 25 7 | ! g e =
X q a 2.2 70 - g & 8
_ R — o o «
’ L] )
0.6 + ; I
2.0 1 1.8
P e s — R
%51 041 | ALl ] uUl ] W 50 ¥ 45
%1 a0 +7 36
———m £33 == = = = B
03 Lo ¥~ 02 30 1
0.2 i 20 4 17
- 05 1 .
0.1
10
0.0 o 0,0 < > T : :
110 (starti 110 + 0,05% 110 1% 110 + 0,5% 110 + 1,0% 110 + 2,0% v v g - v
m“:m” ;; Pn;mu_s Im:“‘:'tﬂ voh:ns pol:‘mﬂ" lm.:m(" TI0(starting  T10+0,08% 110+ 0,1% 110+ 0,8% 110+ 1,0% 110+ 2,0% 10 (sarting | [10+0,08% 110+ 0,19 110+ 05% 110+ 1,000  110+2,0%
4 spike spike spike spike spike materish pH  polv polymers polymers polvmers polvmers aterial) pH  polymers polymers polymers polymers polymers
4“5 » i e spike spike 4.6 spike spike spike spike spike
1 2 3 4 5
y ; y . =
: 60 ~ w110 Spiked with polymers -
110 Spiked with dimers %200
i - -~ BRP
50+ -
200 A0 P
158155 Spike polymers:
138 0,05%
T10 I — — —
4,0 1

- C5a

10 startpH = 4.6
110+ 0.01% Polymers
110 + 0.02% Polymers

2 [ 1 1 |
46 110 + 0,05% Polymers

P 10 +0,1% Polymers

20 + (
.- pre e - — — e e e B o
28 10 ¥

3,07

OB Ry -

0,0 v
3 o o oo o
e N ) & < »
& oF o o & ~
& < D) ) ¥
g Q & & ) o
3 5 £ S oF
N K3 N & N W

La méthode C5a apparait comme la plus sensible pour mettre en évidence une
augmentation de l'activité AAC et présente une belle corrélation avec la méthode
de référence de I'EP. B
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CONCLUSION ET...PERSPECTIVES

La mise en évidence de différentes formes de polymeéres activateur / non
activateur aussi documentée est une premiere

= |ntérét probable a affiner cette connaissance

La nouvelle approche AAC qui met a profit le pouvoir tampon d’un milieu
réactionnel modifié pour limiter le biais est pertinente et fonctionnelle

La mesure de I'activité anticomplémentaire est finalement utile
= Titre la présence de polymeres particuliers activateurs du complément

= Titre également tout autre activateur du complément (ADN bact, PL, sucre
bactériens,...)

= Sensibilité non permise par les méthodes physicochimiques classiques
(HPLC-SEC, SDS-PAGES nitrate d’argent, DLS, Fluo)

Les données d’apparition d’especes actives a pH neutre confortent la pertinence
d’une formulation acide

Opportunité de proposer aux autorités réglementaires une alternative aussi
performante mais plus simple, non sujette a interprétation variable et plus
robuste : Libération C5a
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