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I – INTRODUCTION 
 

 

A. Généralités et historique 

Le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) acquis est une maladie auto-immune 

rare (4 cas/106 habitants/an) et grave caractérisée par la présence d’anticorps dirigés contre la 

protéine "A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin type 1 repeats, 13th 

member" ou ADAMTS13 (A13).  

La découverte d’A13 est directement liée à l’étude des patients atteints de PTT et à leur prise 

en charge. 

Décrit pour la première fois par Moschcowitz en 1924 (1,2), le PTT associe anémie 

hémolytique auto-immune, fièvre, thrombopénie de consommation et défaillance d’organes de 

sévérité variable. Il a été montré que la maladie était provoquée par des microthrombi 

disséminés dans les vaisseaux de petit calibre, composés de plaquettes et de fibrine, sans 

lésion inflammatoire (3), ni activation de la cascade de la coagulation (4), contrairement aux 

thrombi retrouvés dans les maladies thromboemboliques classiques.  

Employés empiriquement dès 1959 comme traitement du PTT, les échanges transfusionnels 

de sang total ont montré une remarquable efficacité (5–7). Le mécanisme suspecté était 

l’épuration d’un facteur « toxique pour les petits vaisseaux sanguins » et l’apport d’une 

« substance bénéfique du plasma transfusé » (7). Il a par la suite été démontré que le plasma 

issu de patients atteints de PTT était capable d’induire une agrégation plaquettaire in vitro et 

que celle-ci était inhibée par le plasma de sujets sains (8). Dans le même temps, le traitement 

par perfusion de plasma (9) ou par échanges plasmatiques (10) s’est révélé efficace chez 

environ 60 à 80% des patients, les faisant préférer aux échanges transfusionnels. A la fin des 

années 70, l’hypothèse physiopathologique retenue était alors un déficit en un facteur 
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plasmatique inhibiteur, contrebalançant l’effet pro-agrégant plaquettaire d’un facteur présent 

dans les plasmas de patients atteints de PTT (8,11).  

En 1982, Moake et al. ont constaté dans le plasma de 4 patients atteints de PTT, la présence 

de multimères de taille inhabituellement grande de Facteur Willebrand (FW). Dès lors, il a été 

suggéré que le composant manquant, apporté par les transfusions de plasma, devait être une 

protéase permettant de cliver les méga-multimères de FW, eux-mêmes responsables de 

l’hyperagrégabilité plaquettaire des patients atteints de PTT (12). Il fut d’ailleurs rapidement 

démontré que les thrombi plaquettaires des patients atteints de PTT étaient riches en FW (13). 

La protéase du FW ne fut isolée qu’en 1996, par deux équipes concurrentes utilisant des 

approches similaires de purification séquentielle de plasma (14,15) avec mise au point d’un 

test fonctionnel de clivage du FW, montrant qu’il s’agissait d’une métalloprotéase. L’année 

suivante, Furlan et al. retrouvaient un déficit d’activité de cette protéase chez 4 patients 

atteints de formes chroniques récidivantes de PTT (16) et en 1998, la physiopathologie du 

PTT acquis a pu être précisée, avec la mise en évidence d’anticorps inhibiteurs de la protéase 

du FW (17–19). 

En 2001, en ayant recours à des analyses par clonage positionnel chez des familles de patients 

atteints de PTT héréditaire, Levy et al. ont identifié le gène, cloné et nommé cette protéase 

comme étant A13, mettant en évidence son implication dans la physiopathologie de la 

maladie (20). Dès lors, la protéine a été caractérisée sur le plan structurel et fonctionnel.  

Le PTT résulte donc d’un déficit sévère en A13 pouvant être expliqué par deux mécanismes : 

l’un héréditaire (< 5% des cas) lié à des mutations du gène codant A13 et qui se superpose 

globalement aux rares formes pédiatriques, l’autre acquis (>95% des cas) lié à des auto-

anticorps dirigés contre A13 et qui correspond aux formes de l’adulte. Les échanges 

plasmatiques, qui éliminent les anticorps et apportent de l’A13 fonctionnelle ont montré leur 

supériorité aux perfusions de plasma et constituent le traitement de choix du PTT acquis (21).  
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B. Caractéristiques d’ADAMTS13 

 

A13 est donc la protéase spécifique du FW, intervenant ainsi dans l’hémostase primaire. Il 

s’agit d’une glycoprotéine plasmatique monocaténaire.  

 

1) Structure 

 

En 2001, plusieurs groupes ont décrit la structure d’A13 (20,22–25). Elle appartient à la 

famille des protéines ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin 

type 1 repeats) (26–29). Elle comporte 1427 acides aminés répartis en plusieurs domaines 

dont certains sont communs aux autres membres de la famille ADAMTS (Figure 1A et 1B) : 

peptide signal, propeptide, domaine métalloprotéase, domaine de type désintégrine, domaine 

de type « ADAMTS spacer », domaine thrombospondine de type 1 et domaine riche en 

cystéines. Le domaine catalytique possède deux sites de fixation pour des ions : un pour le 

zinc et l’autre pour le calcium. Les autres domaines consistent en 7 répétitions du domaine 

thrombospondine de type 1 (TSR), et 2 domaines CUB (Complement C1r/C1s, sea Urchin 

epidermal growth factor, and Bone morphogenetic protein) uniques au sein de la famille 

ADAMTS. Ces domaines CUB ont été trouvés dans de multiples familles de protéines, dont 

des protéases, où ils sont impliqués dans la reconnaissance du substrat (30,31). L’autre 

particularité d’A13 au sein de la famille des ADAMTS est la taille particulièrement courte du 

propeptide (41 acides aminés). Son clivage n’est pas nécessaire pour l’activation du site 

catalytique (32).  
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Figure 1 : Structure de la protéine ADAMTS13 et autres membres de la famille ADAMTS.  

Partie A : en partie N terminale, on retrouve le domaine métalloprotéase (acides aminés en position 80 à 286, 

MP, en rouge), le domaine de type désintégrine (position 287 à 383, Dis; en jaune), les domaines 

thrombospondine de type 1 (n°1 : position 384 à 439, n°2 : 682 à 730, n°3 : 742 à 805, n°4 : 808 à 859, n°5 : 896 

à 950, n°6 : 951 à 1011, n° 7 : 1012 à 1068, n°8 :1072 à 1131; en vert), le domaine riche en cystéine (position 

440 à 556, Cys, en bleu), le domaine de type « ADAMTS spacer », (position 556 à 685, Spacer, en violet) et les 

domaines CUB (CUB1 position 1192 à 1298 et CUB2 position 1299 à 1427, en orange). Les sites de fixation aux 

domaines du Facteur Willebrand sont indiqués en dessous. Source : (33). 

Partie B : les domaines des différents membres de la famille des protéines ADAMTS sont représentés. TS : 

thrombospondin-like; PLAC : protease–lacunin. Source : (28). 

  

A 

B 
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2) Gène et synthèse 

 

Chez l’homme, le gène codant A13 est situé sur le chromosome 9, en position 9q34, il 

comporte environ 37000 paires de base, réparties en 29 exons. Par analyse de la séquence 

nucléotidique, quatre isoformes possibles de la protéine, dû à des épissages alternatifs au 

niveau du domaine désintégrine, du domaine spacer et du domaine CUB1 ont été identifiés, 

mais leurs caractéristiques détaillées n’ont pas été décrites (20,24,25,28). 

Le poids moléculaire de la protéine a été calculé à environ 154 kDa alors que celui de la 

protéine purifiée est mesuré à 190 kDa, faisant évoquer des modifications post-

traductionnelles avec en particulier des glycosylations dont les sites de conjugaison ont été 

identifiés à différents niveaux, pour différents types de sucres (Tableau 1), dont en particulier 

des sucres se terminant par des mannoses et possédant des fucoses (34–37).  
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Localisation - résidu Type de glycosylation 

142 – Asn N-glycosylation 

146 – Asn N-glycosylation 

390 – Trp C-glycosylation - Mannose 

399 – Ser O-glycosylation - Fucose 

552 – Asn N-glycosylation 

579 – Asn N-glycosylation 

614 – Asn N-glycosylation 

667 – Asn N-glycosylation 

698 – Ser O-glycosylation - Fucose 

707 – Asn N-glycosylation 

757 – Ser O-glycosylation - Fucose 

828 – Asn N-glycosylation 

884 – Trp C-glycosylation - Mannose 

907 – Ser O-glycosylation - Fucose 

965 – Ser O-glycosylation - Fucose 

1027 – Ser O-glycosylation - Fucose 

1087 – Ser O-glycosylation - Fucose 

1235 – Asn N-glycosylation 

1354 – Asn N-glycosylation 

Tableau 1 : Localisation des sites de glycosylations de la protéine ADAMTS13 avec le type 

de glycosylation retrouvé. 

  

http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b142%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b146%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b399%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b552%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b579%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b614%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b667%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b698%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b707%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b757%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b828%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b907%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b965%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b1027%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b1087%5d&key=Glycosylation
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q76LX8%5b1235%5d&key=Glycosylation
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La cristallisation du fragment N-terminal de la protéine, contenant le site enzymatique, a été 

réalisée afin d’étudier ses interactions avec son substrat. Elle montre des repliements de la 

protéine dont certains sont permis par la présence de ponts disulfures qui sont retrouvés tout le 

long de la protéine (38).  

Son lieu de synthèse principal est le foie (20,24,25,28,39,40), au niveau des cellules stellaires, 

dites cellules de Ito (41). Elle est sécrétée dans une moindre mesure par les cellules 

endothéliales (42–44), où elle est stockée dans les corps de Weibel-Palade, et par les 

plaquettes, où elle est stockée au sein des granules α (45,46). Elle serait aussi exprimée dans 

d’autres tissus : pancréas, placenta, ovaires, prostate, rein, pancréas, rate, thymus, cerveau… 

mais ces résultats sont controversés (20,28,40). Son taux plasmatique est faible, estimé à 

environ 1µg/mL, soit environ 10 nM mais sa demi-vie est longue, mesurée à environ 2 à 3 

jours (47). Il ne semble pas y avoir de mécanisme de régulation transcriptionnelle (40). 

Une protéine recombinante A13 humaine a été développée par le laboratoire pharmaceutique 

Baxter®, à partir de cellules eucaryotes HEK293. Cette protéine s’est montrée fonctionnelle 

(39) en étant capable de cliver des multimères de FW de haut poids moléculaire in vitro issus 

de patients atteints de PTT acquis malgré la présence d’anticorps anti-A13, ce qui permet 

d’envisager des applications thérapeutiques dans les années à venir (48).  
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3) Fonction 

 

La fonction spécifique d’A13 est de cliver les multimères de FW. Ce couple enzyme-substrat 

est unique de par son mode de fonctionnement. 

 

a) Facteur Willebrand 

Le FW est une grande glycoprotéine multimérique, comportant environ 20 à 40 sous-unités 

(49). Il permet l’adhésion des plaquettes au sous-endothélium et leur agrégation après la 

survenue d’une brèche vasculaire (50). Chaque sous-unité est composée de plusieurs 

domaines (Figure 2A) adoptant une forme globulaire, repliée, dans sa forme native, ce qui 

rend cryptique le site de fixation pour les plaquettes (51). Le FW est produit par les cellules 

endothéliales, où il est stocké dans les corps de Weibel-Palade, et par les mégacaryocytes. 

Alors qu’il est sécrété en permanence en faible quantité, il peut, sous l’effet d’un stimulus, 

être libéré massivement par ces cellules sous la forme de grands multimères dits « méga-

multimères » pouvant contenir jusqu’à 100 à 200 sous-unités. Les multimères les plus grands 

du FW (leur poids moléculaire pouvant dépasser 20 000 kDa) sont ceux qui ont la plus forte 

capacité adhésive au sous-endothélium et aux plaquettes (52,53).  

Lorsque survient une brèche vasculaire, le FW, sous sa forme globulaire, se fixe via son 

domaine A3, au collagène de type III de la paroi vasculaire (54–56). Sous l’effet de forces de 

cisaillement présentes physiologiquement dans la circulation sanguine (« shear stress »), des 

modifications conformationnelles du FW interviennent, avec un déploiement de la région 

comportant les 3 domaines A1-A2-A3 et l’ensemble du domaine A2 (57–59) (Figure 2B). 

Cette forme déployée du FW libère au niveau du domaine A1, le site de fixation pour les 

plaquettes qui lient le FW par leurs glycoprotéines GPIbα (60,61) puis par les complexes 
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Gp2b3a membranaires (62). Il se forme ainsi le clou plaquettaire de l’hémostase primaire. 

Dans les conditions physiologiques normales, l’action d’A13 permet d’éviter la formation de 

thrombi plaquettaires dans les capillaires sanguins (63,64). 

 

 

 

 

Figure 2 : Structure du Facteur Willebrand, déploiement et interactions avec ADAMTS13. 

Partie A : en partie N terminale, on retrouve le domaine propeptide (D1 et D2, en jaune), puis les autres 

domaines D (D3 et D4, en bleu), les domaines A (A1, A2 et A3 en vert, rose et parme), les domaines B (B1, B2 

et B3, en vert foncé), les domaines C (C1et C2, en rouge) et le domaine Cystéine Knot (CK, en violet). Les sites 

de N- et O-glycosylation sont représentés par les cercles verts et orange respectivement. La mention S-S 

correspond aux sites de pont disulfure. Les flèches verticales montrent les sites de clivage (par la furine et par 

ADAMTS13). Les sites de fixation des ligands (Facteur VIII, GPIbα, collagen, and αIIbβIII) sont indiqués en 

dessous.  

Partie B : Modèle moléculaire de déploiement des domaines A1-A2 et A3 du FW sous l’effet des forces de 

cisaillement (shear forces) : Dans la forme globulaire du FW, le site de fixation pour le collagène est exposé à la 

surface du domaine A3. Sous l’effet des forces de cisaillement, le FW se déploie, rendant accessibles les sites de 

fixation pour la protéine GPIbα sur le domaine A1 et ceux présents sur le domaine A2 pour ADAMTS13. Le site 

de clivage est indiqué en rouge. Source : (33) 

  

B 
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b) Reconnaissance du Facteur Willebrand par ADAMTS13 

La reconnaissance du FW par A13 est également dépendante des forces de cisaillement.  

En effet, de multiples sites de fixation pour A13, au niveau du domaine A2, ne sont 

accessibles que lorsque le FW prend sa forme déployée, sous l’effet du changement de 

conformation induit par les forces de cisaillement. Les mécanismes moléculaires intervenant 

dans ces interactions réversibles et non covalentes ont été étudiés avec précision (33). Le plus 

souvent, les moyens d’investigation utilisent des tests fonctionnels avec des mutants d’A13 et 

du FW, tronqués (65,66) ou complets (67), en conditions statiques ou dynamiques (sous flux) 

(63,68), reproduisant in vitro les forces de cisaillement présentes dans l’organisme, ou in vivo 

dans des modèles murins (69–71). Les sites de fixation ont également été identifiés par 

cristallisation de fragments d’A13 (38,72). Ces interactions sont détaillées dans la Figure 3 

(33). 
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Figure 3 : Interactions entre ADAMTS13 et le domaine A2 du Facteur Willebrand. 

La forme cristallisée de la portion N-terminale d’ADAMTS13, comportant les domaines métalloprotéase (MP), 

désintégrine (Dis), thrombospondine de type 1 (TSP1), riche en cystéine (Cys), spacer (Spacer) est représentée 

en interaction avec le domaine A2 du Facteur Willebrand représenté sous sa forme déployée, linéaire. Les sites 

de fixation avec les résidus impliqués sont signalés par des flèches, soulignant le rôle important des domaines 

Dis, Cys et spacer pour l’ancrage du domaine A2 et permettre son clivage au niveau du site actif d’ADAMTS13. 

Source : (73).  

 

 

En résumé, lorsque le FW prend sa forme déployée, les résidus Arg659, Arg660, Tyr661 et 

Tyr665, situés au niveau du domaine spacer d’A13, se lient avec les résidus Glu1660-

Arg1668 du domaine A2 du FW (74–78). Puis, les résidus Gly471, Ala472 et Ala473 et 

Val474 du domaine riche en cystéine d’A13 formant une poche hydrophobique, permettent 

aux résidus Ile1642, Trp1644, Ile1649, Leu1650 et Ile1651 du domaine A2 du FW de se lier 

(73,79). Enfin, les résidus Arg349 et Arg350 du domaine désintégrine d’A13 se lient au résidu 

Asp1614 du domaine A2 du FW par une liaison de faible affinité afin de positionner 

correctement le substrat face au site catalytique métalloprotéase d’A13 (80,81). 
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Par ailleurs, il a été montré que la forme globulaire du FW pouvait fixer la partie C-terminale 

d’A13, sans induire la réaction enzymatique de clivage. Cette liaison intervient entre les 

domaines D4 et Cystéine Knot (CK) du FW et les domaines TSR 5 à 8, CUB1 et 2 d’A13 

(82,83). Elle aboutit à la formation de complexes A13/FW qui circulent dans le plasma et 

représenteraient 3% du stock d’A13 (67). Ainsi, la colocalisation immédiate d’A13 et du FW 

au niveau d’une lésion vasculaire permet-elle à A13 de réaliser son action enzymatique dès 

que des forces de cisaillement modifient la conformation du FW (84,85). 

 

c) Clivage du FW 

Le site spécifique de clivage du FW par A13 est situé dans le domaine A2, il s’agit d’un pont 

peptidique Tyr1605-Met1606, cryptique dans la forme globulaire du FW. Le site catalytique 

d’A13 est formé par une poche constituée des résidus His224, His228, His234 et Glu225, où 

se loge l’ion Zn2+, au sein du domaine métalloprotéase (86). Comme vu précédemment, il est 

nécessaire que le FW interagisse avec les domaines spacer, désintégrine et riche en cystéine 

afin de positionner le pont scissile Tyr1605-Met1606 en regard du site catalytique. De façon 

identique, les résidus Leu198, Leu232, Leu274 situé en région N terminale du domaine 

métalloprotéase d’A13 interagissent avec les résidus Leu1603 et Val1604 du domaine A2 du 

FW (87,88) pour stabiliser l’ancrage du FW et permettre son clivage. 

 

d) Régulation  

A13 a la particularité d’être sécrétée directement sous une forme active, le propeptide étant 

clivé dans la cellule par la furine. Cependant, il a été décrit récemment que les domaines 

TSR8, CUB1 et CUB2 d’A13 se fixent au niveau de la partie N-terminale de la protéine, 

conférant ainsi une configuration repliée à A13 (Figure 4) (89,90). Cette forme masque les 

sites d’interaction des domaines spacer, riche en cystéine, désintégrine et métalloprotéase 
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avec le domaine A2 déployé du FW. Aussi, comme il existe un site de fixation des domaines 

TSR5 à 8, CUB1 et CUB2 d’A13 avec le domaine A3 du FW, il est très vraisemblable que le 

FW entraine des changements conformationnels lorsqu’il se fixe à A13 par cette liaison. Le 

FW agit ainsi comme cofacteur d’A13, en plus d’en être le substrat.  

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation d’ADAMTS13 selon un modèle moléculaire montrant la protéine 

sous une forme repliée. 

A gauche, ADAMTS13 est représentée sous sa forme repliée, à droite, la forme dépliée permet d’identifier les 

domaines métalloprotéase (M), désintégrine (D), thrombospondine de type 1 (T), riche en cystéine (C) et spacer 

(S) et les domaines T (2 à 8) et les domaines CUB 1 et 2. Source : (90) 
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De plus, à la différence de la majorité des protéines impliquées dans la coagulation, l’activité 

d’A13 n’est pas régulée spécifiquement par un inhibiteur dédié. Toutefois, il a été montré que 

la thrombine et la plasmine (91) sont capables d’abolir son activité et de la cliver ; il existe 

notamment des sites de clivage au niveau des résidus 257, 459, 888 et 1176 d’A13. D’autres 

molécules telles que l’hémoglobine (92), l’IL-6 (93), le facteur X activé (91), l’héparine, les 

ions hypochloriques et radicaux libres contenus dans les polynucléaires neutrophiles (94,95) 

sont capables d’inhiber l’activité d’A13. Leur rôle physiologique et physiopathologique n’est 

pas clair, même si Feys et al. ont décrit le cas d’un patient atteint de PTT acquis non médié 

par des anticorps, dont le déficit en A13 était en rapport avec une élimination de la protéase 

par la plasmine (96). 

 

Au total, il apparait paradoxal que le processus de changement conformationnel du FW sous 

l’effet des forces de cisaillement permette la liaison des plaquettes avec le FW (en révélant le 

site de fixation cryptique sur le domaine A1) et permette dans le même temps le clivage du 

FW par A13, ce qui aurait tendance à limiter la formation du clou plaquettaire. Cependant, au 

niveau des lésions vasculaires, on retrouve aussi les facteurs de la coagulation de l’hémostase 

secondaire, dont la thrombine, qui inhiberait A13, laissant ainsi le caillot se former. A 

distance du caillot, lorsque le FW est relargué par les cellules endothéliales (63,97) ou présent 

dans les capillaires non lésés, A13 n’est pas inhibée, elle peut cliver les multimères de FW et 

ainsi contrôler l’agrégation plaquettaire (Figure 5). Il est à noter que les différences de vitesse 

d’interaction et d’activation entre le FW et A13 d’une part et entre le FW et les plaquettes 

(61) d’autre part peuvent également intervenir. 

On retiendra également qu’A13 peut se fixer via les domaines TSR au récepteur CD36 

présent sur l’endothélium et les plaquettes, permettant ainsi à A13 d’être retenue à proximité 

d’une éventuelle lésion vasculaire (98). 
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Figure 5 : Représentation schématique de l’action d’ADAMTS13 sur le Facteur Willebrand 

dans la circulation sanguine. 

Les multimères de facteur Willebrand (VWF, en noir), sont stockés au sein des cellules endothéliales dans les 

corps de Weibel-Palade (WPB; en vert) et libérés dans la circulation sanguine, y compris sous forme de méga-

multimères globulaires (UL-VWF). (1) et (2) : ADAMTS13 (ciseaux rouges), clive le facteur Willebrand, qui se 

déploie sous l’effet des forces de cisaillement. (3) : en cas de lésion vasculaire, le facteur Willebrand se fixe au 

collagène sous-endothélial et se déploie sous l’effet des forces de cisaillement, ce qui permet l’agrégation des 

plaquettes (Pl, cercles pleins violets). L’hémostase primaire et secondaire sont activées et la présence de 

thrombine (ciseaux verts) inhibe ADAMTS13, laissant ainsi le clou plaquettaire se former. A distance du site 

lésionnel, en l’absence de thrombine, ADAMTS13 peut cliver le facteur Willebrand et réguler le processus 

thrombotique. (Nuc : noyau). Source : (33) 
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4) Mutations et polymorphismes 

 

Plus de 140 mutations différentes ont été décrites à ce jour, touchant les différents domaines 

d’A13 (99–101). Elles provoquent soit un défaut de la synthèse ou de la sécrétion de l’enzyme 

(102,103), soit une diminution de son activité catalytique, partielle ou complète (104). Leur 

retentissement dépend des modifications structurales provoquées par les mutations et la 

modification des interactions avec le FW qu’elles impliquent (72,105–107). Elles sont 

responsables de l’apparition de PTT congénital, héréditaire, anciennement appelé syndrome 

d’Upshaw-Schulman (USS), suite à la description des premiers cas par ces auteurs en 1960 et 

1978 (108,109). Il s’agit d’une maladie autosomique récessive, avec le plus souvent des 

doubles mutations, ponctuelles, hétérozygotes composites (102). Ces mutations peuvent être 

des substitutions (60% des cas), des insertions (20%) ou des délétions (20%) pouvant 

provoquer un décalage du cadre de lecture et induire l’apparition d’un codon STOP. 

 

Cliniquement, la moitié des patients atteints de USS est asymptomatique jusqu’à l’âge adulte 

(110–113) tandis que le reste présente des manifestations de la maladie à un âge précoce, 

typiquement dès la naissance (99,114,115). Cette variabilité du phénotype peut être expliquée 

par le niveau de déficit en A13 (116,117) et par la survenue d’autres conditions 

physiopathologiques comme la grossesse (118), l’âge, des infections, des traumatismes, la 

prise d’alcool ou de médicaments, et exceptionnellement d’autres mutations (comme 

notamment celles sur le gène codant le facteur H du complément), qui modifient les 

conditions rhéologiques de la circulation sanguine, la sécrétion de FW ou l’activation 

endothéliale et plaquettaire. Chez ces patients, des perfusions régulières de plasma sont 
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souvent nécessaires au long cours afin de prévenir les poussées de PTT (115,119). A l’avenir, 

la protéine A13 recombinante pourrait faire partie des options thérapeutiques (120). 

Par ailleurs, de nombreux polymorphismes ont été identifiés (121,122). Certains peuvent 

provoquer une diminution modérée de l’activité enzymatique. Ils sont retrouvés à des 

fréquences plus élevées chez certaines populations, ce qui pourrait constituer un facteur de 

risque cardio-vasculaire, compte tenu de l’implication d’A13 dans l’hémostase primaire (123–

127). Aussi, il a été possible de générer par mutagénèse dirigée des variants responsables d’un 

gain de fonction rendant la protéine résistante à l’effet inhibiteur d’anticorps de patients 

atteints de PTT acquis (128,129). 

 

5) Immunogénicité 

 

On définit l’immunogénicité d’une protéine par sa capacité intrinsèque à induire une réponse 

immunitaire. Concernant A13, il est intéressant de constater que chez les patients atteints de 

USS, les perfusions répétées de plasma, contenant de l’A13, n’induisent pas d’allo-

immunisation (115). En effet, il n’a pas été décrit jusqu’alors d’anticorps inhibiteurs anti-A13, 

apparus après perfusion de plasma. Cela pourrait être expliqué par les homologies entre A13 

et les autres protéines de la famille ADAMTS mais aussi par les propriétés structurales 

particulières de la protéine, qui favorisent la tolérance du système immunitaire vis-à-vis de 

celle-ci.  

Dans le PTT acquis, les anticorps anti-A13 surviennent à la suite d’une rupture de tolérance 

au Soi, une réaction immunitaire anti-A13 se développe. Cependant, dans toute réaction 

immunitaire, les étapes préalables à l’apparition d’anticorps comportent la reconnaissance de 

l’antigène par les cellules présentatrices d’antigènes et sa présentation aux lymphocytes T 

CD4+. Pour A13, Sorvillo et al. ont montré en 2012, que la protéine était reconnue et 
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endocytée par les cellules dendritiques dérivées des monocytes (MoDCs) immatures du sang 

périphérique humain. Cette endocytose est médiée par le récepteur MMR « mannose 

macrophage receptor » membranaire ou CD206 (130). 

Le MMR est une lectine de type C, présente à la surface des macrophages et des cellules 

dendritiques. Il s’agit d’un récepteur transmembranaire dont la partie N-terminale, extra-

cellulaire est composée de 8 domaines consécutifs de reconnaissance des carbohydrates de 

type C, suivi d’un domaine fibronectine de type II et d’un domaine riche en cystéine. Dans la 

partie C-terminale, intra-cytoplasmique, sa structure ne comporte pas de motifs permettant 

une transduction du signal. Il s’agit d’un récepteur important pour l’immunité innée et la 

phagocytose de micro-organismes pathogènes, qui fixe les oligosaccharides avec différentes 

affinités : importante pour le mannose et le fucose, moindre pour les résidus N-

acétylglucosamine ou le glucose (131). Cette liaison est dépendante du calcium. 

L’emplacement du site de liaison sur A13 avec le MMR n’a pas été déterminé mais la liaison 

pourrait intervenir préférentiellement avec les molécules de mannose, présentes au niveau de 

2 résidus tryptophane, en position 390 et 884 sur les domaines TSR1 et 4 respectivement. Le 

MMR pourrait également se lier aux sucres possédant un fucose, présents au niveau de 7 

résidus en position 399, 698, 757, 907, 965, 1027 et 1087, répartis sur les différents domaines 

TSR à l’exception notable du TSR4. 

Dans leurs travaux, Sorvillo et al. ont utilisé une protéine A13 recombinante humaine, 

marquée par une molécule fluorescente (FITC), afin de la visualiser en microscopie confocale 

et par cytométrie en flux. Ils ont déterminé que son endocytose était dose-dépendante, abolie 

par des inhibiteurs spécifiques (EGTA et mannane) et significativement diminuée en présence 

d’anticorps anti-MMR et par l’emploi d’un siRNA spécifique. Ils ont également montré une 

fixation spécifique in vitro avec la forme soluble du récepteur MMR. 
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Après fixation d’A13 sur le MMR, ce complexe ligand-récepteur est endocyté, le récepteur est 

recyclé à la surface de la cellule et la protéine est dégradée en peptides. Ces peptides sont 

alors présentés aux lymphocytes T CD4+. 

 

6) ADAMTS13 murine 

 

Chez la souris, la séquence du gène codant l’A13 a été déterminée en 2004 (132). Il existe un 

degré d’homologie avec la séquence de l’A13 humaine d’environ 69%, avec 29 exons et la 

même organisation protéique en domaines : métalloprotéase, désintégrine, TSR1, riche en 

cystéine, spacer, TSR 2 à 8 et CUB1 et 2. Cependant, deux formes de la protéine sont 

produites : une forme complète de 1426 acides aminés et une forme tronquée de 1037 acides 

aminés, en raison de l’insertion d’un rétrotransposon IAP « intracisternal A Particle » dans 

l’intron 23, induisant l’apparition d’un codon STOP. Chez les souris C57BL/6 et BALB/c, les 

2 formes de la protéine sont retrouvées. Sur le plan fonctionnel, bien que les 2 derniers 

domaines TSR et les 2 domaines CUB soient manquants, soit 405 acides aminés, la forme 

tronquée est aussi efficace que la forme complète pour cliver un fragment du domaine A2 du 

FW in vitro. 

Par la suite, la protéine murine recombinante complète a été synthétisée et caractérisée par la 

firme pharmaceutique Baxter® en 2005 (133) en vue des études précliniques faisant intervenir 

l’A13 recombinante humaine. Sur le plan structural, des taux d’homologie variables selon les 

domaines (Tableau 2) ont été observés, allant de 39% pour TSR6 à 88% pour TSR1. Pour 

l’A13 murine, il existe 8 sites possibles de N-glycosylation en position 144, 148, 557, 564, 

584, 619, 834 et 1057. Des sucres possédant un fucose sont potentiellement localisés sur 

chaque domaine TSR à l’exception des TSR4 et 6. Seul 1 site, en position Trp392 pourrait 

être glycosylé avec un sucre se terminant par un mannose. L’expression de l’A13 murine a été 
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retrouvée principalement dans le foie et à un moindre degré dans la rate, les poumons et les 

muscles striés. 

La protéine murine clive in vitro le FW murin et le FW humain recombinants d’une façon 

comparable à son homologue humaine, au niveau du pont Y1605-M1606 du domaine A2. Il 

est possible d’inhiber l’A13 murine avec le plasma de patients atteints de PTT acquis, ce qui 

témoigne d’une homologie de structure forte, au moins pour les régions impliquées dans 

l’activité catalytique.  

 

Domaine Similitude (%) 

Peptide signal 39 

Propeptide 43 

Métalloprotéase 77 

Désintégrine 81 

TSR 1 88 

Riche en cystéine 80 

Spacer 75 

TSR 2 71 

TSR 3 72 

TSR 4 51 

TSR 5 77 

TSR 6 37 

TSR 7 76 

TSR 8 57 

CUB 1 74 

CUB 2 64 

Tableau 2 : Degré d’homologie entre les domaines d’ADAMTS13 humaine et murine. 
Source : (133) 
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C. Purpura thrombotique thrombocytopénique 

 

Cette partie introductive a fait l’objet d’une publication fournie en Annexe 1 (134). 

 

1) Rappels cliniques 

 

Cliniquement, le PTT est défini comme l’association d’une anémie hémolytique mécanique, 

d’une thrombopénie périphérique de consommation et de défaillances d’organes avec une 

atteinte neurologique prédominante. Chez l’adulte, le PTT survient préférentiellement chez la 

femme (3 femmes pour 2 hommes), au cours de la quatrième décennie. Les sujets de groupe 

sanguin O, les sujets noirs et les sujets d’Afrique du Nord semblent davantage exposés (135–

137). L’incidence du PTT est évaluée à 4 cas par million d’habitant et par an (138,139). Le 

début de la maladie est brutal. Une phase prodromique associant asthénie, arthralgies, 

myalgies, douleurs abdominales et lombaires, pouvant évoquer un processus infectieux, 

précède souvent de quelques jours la survenue du PTT. 

Historiquement, le diagnostic de PTT se faisait devant cinq signes cardinaux : fièvre, 

insuffisance rénale, atteinte cérébrale, anémie hémolytique mécanique et thrombopénie 

périphérique. Ce tableau correspond en fait aux formes les plus graves de la maladie ; ainsi, 

actuellement, une thrombopénie associée à une anémie hémolytique mécanique est-elle 

suffisante pour porter le diagnostic, même en l’absence de défaillances d’organe. Selon les 

séries de cas rapportés, la fièvre est présente dans 59 à 98% des cas. Une atteinte cérébrale 

s’observe dans 84 à 92% des cas. Celle-ci est caractérisée par son apparition brutale et sa 

fugacité, puisqu’elle peut atteindre différents territoires de manière intermittente, à quelques 

heures d’intervalle. Elle peut se manifester par un tableau de confusion avec obnubilation, des 
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céphalées, et des troubles de la conscience pouvant aller jusqu’au coma. Un déficit sensitif ou 

moteur systématisé, une dysarthrie, ou une aphasie peuvent être observés. Les réflexes ostéo-

tendineux sont souvent vifs. Vingt p. 100 des patients peuvent présenter une crise convulsive, 

voire un état de mal épileptique. L’imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM) peut 

retrouver des images évocatrices d’ischémie. Une insuffisance rénale, en règle modérée, est 

retrouvée dans près de la moitié des cas. L’atteinte rénale peut se résumer à une protéinurie 

dont le débit est généralement inférieur à 3 g/24 h, ou à une hématurie. 

Les autres manifestations témoignent du caractère disséminé du PTT. L’atteinte digestive se 

caractérise par des douleurs abdominales avec vomissements. Des atteintes pancréatiques 

peuvent être observées. Une atteinte cardiaque est possible, et peut se manifester par des 

douleurs thoraciques et des troubles de la repolarisation sur l’électrocardiogramme. Des 

nécroses myocardiques à la phase aiguë ainsi que des dysfonctions ventriculaires gauches 

séquellaires ont été décrites. Une élévation de la troponine plasmatique a été associée à un 

risque de dysfonction ventriculaire séquellaire et de mortalité accrue (140). Plus rarement, une 

atteinte pulmonaire avec défaillance respiratoire, et des atteintes oculaires peuvent survenir. 

Parfois, il peut ne pas y avoir de défaillance d’organe évidente. Le PTT est alors purement 

hématologique, et se révèle par un syndrome hémorragique avec purpura, ecchymoses, 

hématomes, ou encore par une asthénie d’apparition récente, dans le cadre du syndrome 

anémique. 

Le PTT évolue classiquement par poussées entrecoupées de périodes de rémission clinique. 

Les facteurs déclenchants des poussées sont multiples (infection, grossesse, certains 

médicaments comme les thiénopyridines) mais restent souvent non identifiés. (134) 
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2) Physiopathologie (hors immunologie) 

 

Les mécanismes physiopathologiques précis responsables du PTT n’ont été compris que 

récemment, suite à la découverte d’A13 (141). Comme vu précédemment, l’inhibition d’A13 

par les auto-anticorps de type IgG entraîne une accumulation de multimères hyper adhésifs de 

FW libérés par l’endothélium. Ils provoquent alors des microthrombi plaquettaires qui 

obstruent la lumière des capillaires de la microcirculation et sont responsables d’ischémie et 

de souffrance viscérale disséminée, à l’origine du tableau de PTT. L’anémie hémolytique 

mécanique observée résulte de la fragmentation des érythrocytes, probablement secondaire 

aux turbulences présentes dans les capillaires partiellement occlus avec une pression 

environnante très élevée (142). Elle se traduit par la présence de schizocytes sur le frottis 

sanguin, correspondant aux fragments de globules rouges détruits. 

La libération de FW de haut poids moléculaire par les cellules endothéliales est une étape 

importante pour la survenue du PTT. Elle implique une activation endothéliale. Une étude 

récente portant sur 22 patients atteints de PTT acquis, a confirmé qu’il existait une activation 

endothéliale massive avec un important remodelage de l’endothélium au cours de la maladie. 

Différents marqueurs biologiques étaient augmentés à la phase aiguë et se normalisaient en 

période de rémission. La mesure des cellules endothéliales circulantes ou des cellules 

progénitrices endothéliales constituent des facteurs pronostics de la maladie (143). 

Ainsi, chez l’homme, le PTT serait provoqué par un déficit en A13 secondaire aux anticorps 

anti-A13 et un second événement serait nécessaire pour activer l’endothélium et reproduire la 

maladie (« two-hit model »).  
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Cependant, l’origine de cette activation endothéliale n’est pas clairement établie. Les modèles 

animaux de PTT ont permis de mieux comprendre le rôle et l’importance de l’activation 

endothéliale dans la physiopathologie de cette maladie. 

 

3) Modèles animaux  

 

Les souris chez lesquelles le gène d’A13 a été inactivé (délétion des exons 1 à 6 codant pour 

le domaine catalytique) ne développent la maladie que dans un fond génétique de 

prédisposition : CASA/Rk, caractérisé par une expression endogène plus élevée de FW. 

Cependant, un PTT ne survient qu’après l’injection de shigatoxine, une toxine capable 

d’activer l’endothélium, ce qui souligne la participation probable des facteurs 

environnementaux dans la survenue de la maladie chez l’homme (144,145). Dans un autre 

modèle, il a été possible de reproduire ces résultats en injectant une dose supraphysiologique 

de FW recombinant humain (2000 U/kg), équivalente au relargage massif de FW provoqué 

lors d’une puissante activation endothéliale (146,147).  

Cependant, un modèle de PTT acquis a été développé chez le primate non humain, sans 

stimulation évidente de l’endothélium. Des anticorps monoclonaux anti-A13 développés chez 

la souris et reconnaissant le domaine catalytique ont été injectés à des babouins (2 

injections/jours, 2 jours). Une thrombopénie a été observée rapidement au cours des 24 

heures, suivie d'une anémie hémolytique à 72 heures. Des microthrombi ont été observés au 

sein de la plupart des organes de manière identique à ce qui a été décrit chez l'homme, mais 

aucune souffrance d’organe n’a été observée. De plus, aucun animal n’est mort de la maladie, 

ce qui contraste avec le pronostic de la maladie humaine. Seule une injection prolongée (12 

jours) d'anticorps était accompagnée d'une souffrance myocardique réversible à l'arrêt de 

l'injection des anticorps. A l'inverse du modèle murin, le modèle de PTT chez le primate non 
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humain suggère qu'un PTT pourrait survenir sans qu'il y ait nécessité constante d'un facteur 

déclenchant (148), bien que l’injection d’une substance allogénique (anticorps murin) puisse 

être responsable d’une réaction endothéliale a minima.  

Sur le plan thérapeutique, le modèle murin a permis d’apporter la preuve de concept d’une 

efficacité théorique d’une supplémentation en protéine A13, que ce soit par administration 

directe (146) ou par thérapie génique avec une synthèse de la protéine par les cellules 

hématopoïétiques (149), par les plaquettes (147) ou par le foie (150), ou lors de procédures de 

transfert in utero (70). 

On retiendra également que les anomalies biologiques observées dans ces modèles animaux 

surviennent avant l’apparition des symptômes cliniques. Cette observation justifie l’attitude 

clinique actuelle qui consiste à tenter de poser un diagnostic avant que les troubles vasculaires 

n’entrainent des défaillances d’organe avec des lésions irréversibles chez le patient. 

 

4) Diagnostic 

 

Une fois suspecté cliniquement par la présence des signes décrits ci-dessus, la preuve 

diagnostique du PTT repose sur le dosage de l’activité A13 dans le plasma des patients. Deux 

principales techniques sont utilisées.  

L’approche historique utilise le FW entier, recombinant ou provenant de concentrés de plasma 

humain (151). Une première étape de dénaturation par l’urée ou la guanidine est nécessaire 

afin de déplier la molécule et de rendre accessible à A13 le site de clivage situé au niveau du 

domaine A2. Le FW déplié est alors incubé avec le plasma testé, dont l’A13 est activée par 

des cations divalents. Ensuite, le produit de digestion ou le FW résiduel est quantifié selon 

différentes méthodes, dont par exemple l’électrophorèse qui montrera la persistance de 

multimères de très haut poids moléculaire de FW en cas de PTT. Bien que faiblement 
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reproductibles, ces tests permettent de détecter dans la majorité des cas la présence d’un 

déficit sévère en activité A13 (<10%) (152). Au total, cette technique lourde est peu adaptée à 

une utilisation en routine mais constitue la meilleure preuve directe d’une perte d’activité 

d’A13.  

En 2005, Kokame et al. ont mis au point un test utilisant la technologie de fluorescence par 

transfert d’énergie par résonance (FRET) en synthétisant un fragment du FW long de 73 

acides aminés, contenant le site de clivage par A13. Ce test permet de donner une estimation 

quantitative, fiable et reproductible de l’activité A13 en moins d’une heure (65). Après avoir 

été validé sur de grandes cohortes de patients, il constitue désormais le test de référence mais 

il n’est pratiqué que dans certains centres experts (153,154). 

Par définition, l’activité d’A13 est inférieure à 5% chez les patients atteints de PTT. 

Lorsqu’un déficit est retrouvé chez un patient pour lequel on suspecte un PTT acquis, il est 

alors souhaitable de rechercher des anticorps anti-A13 par ELISA. Dans les tests 

commerciaux disponibles (155), l’antigène immobilisé sur la plaque est l’A13 recombinante 

humaine, et la présence d’auto-anticorps IgG reconnaissant A13 est détectée. La recherche 

d’une activité inhibitrice de l’anticorps n’est pas pratiquée en routine dans la mesure où 

l’intérêt en pratique clinique reste limitée, même si elle ne consiste qu’à réaliser un nouveau 

test FRET en mélangeant le plasma du patient préchauffé à 56°C (afin de dissocier 

d’éventuels complexes immuns) avec celui de témoins sains afin d’observer s’il existe une 

diminution de l’activité d’A13.  

Enfin, il existe la possibilité de mesurer la quantité d’A13 (antigénémie) par ELISA, mais 

étant donné la grande variabilité des niveaux d’A13 entre les patients et au cours de 

l’évolution de la maladie, la place de ces tests dans la démarche diagnostique reste à 

déterminer et ils sont peu utilisés en pratique courante (156). 
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5) Traitement et pronostic 

 

Constamment mortel en l’absence de traitement, le PTT requiert, dès le diagnostic suspecté, 

un traitement lourd, urgent, basé sur l’administration de plasma par l’intermédiaire 

d’échanges plasmatiques (EP). Cette procédure permet d’apporter l’enzyme A13 déficitaire et 

d’extraire, en plus, les anticorps responsables de la maladie. De disponibilité réduite, les EP se 

déroulent souvent dans des services de soins intensifs, les multiples défaillances d’organes 

telles que coma, insuffisance rénale aiguë sévère, ischémie myocardique pouvant parfois faire 

nécessiter une ventilation mécanique, de la dialyse ou des catécholamines. Une 

corticothérapie est constamment associée (157), exposant le patient à des complications 

infectieuses. La durée du traitement peut être de plusieurs semaines et malgré les progrès 

réalisés, cette maladie reste fatale dans 10 % à 20% des cas (137,158). Par ailleurs, la 

morbidité est lourde avec un risque de séquelles rénales et neurologiques ; à long terme, le 

risque de mort prématurée est plus important (159). 

Dans les cas résistants au traitement par échanges plasmatiques et corticoïdes, des traitements 

immunosuppresseurs de seconde ligne sont employés tels que le rituximab, le 

cyclophosphamide ou la vincristine. Dans les formes les plus graves, des échanges 

plasmatiques biquotidiens peuvent être proposés. De plus, des rechutes s’observent dans 

environ 30 à 60% des cas ; elles exposent les patients aux mêmes complications qu’à la phase 

initiale de la maladie (137,158).  

Le rituximab, anticorps ciblant les lymphocytes B via leur molécule de surface CD20, est 

utilisé dans plusieurs situations (160). A la phase initiale de la maladie, il permet de réduire le 

nombre d’échanges plasmatiques et la durée d’hospitalisation en favorisant une remontée 
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plaquettaire plus rapide (161,162). Dans les PTT réfractaires, le rituximab permet d’obtenir un 

taux de rémission dans environ plus de 80% des cas (163–165). Le rituximab est également 

administré dans le but de prévenir les rechutes. Ainsi, lorsque les patients le reçoivent pendant 

la phase initiale de la maladie, le taux de rechutes à court terme est faible : inférieur à 15% à 

24 mois, mais au long cours, on retrouve un taux similaire aux patients non traités, d’environ 

30% (166,167). Aussi, des perfusions répétées « préemptives » de rituximab sont proposées 

de manière croissante chez les patients en rémission, en particulier lorsqu’ils présentent dans 

leur suivi, une baisse de l’activité A13 et la persistance d’anticorps antiA13 détectables, qui 

sont des situations à haut risque de rechute. Cette stratégie, permet de diminuer le nombre de 

rechutes en comparaison à des sujets non traités (168) mais elle nécessite encore d’être 

évaluée sur une période de temps suffisante afin de déterminer plus précisément les 

conséquences possibles à long terme.  

Par ailleurs, plus récemment, de nouvelles thérapeutiques ont été utilisées avec efficacité dans 

la phase aigüe de la maladie en ciblant les interactions entre le facteur Willebrand et les 

plaquettes (caplacizumab). 

Au total, la prise en charge de ces patients est complexe et difficile et les facteurs prédictifs de 

la gravité, de la réponse au traitement et de la survenue de rechutes restent mal connus. Le 

profil évolutif de la maladie suggère cependant qu’il s’agit d’une maladie auto-immune 

chronique nécessitant un suivi au long cours et parfois un traitement prolongé. 
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D. Aspects immunologiques du PTT 

 

A ce jour, les mécanismes responsables de la synthèse des anticorps anti-A13, en particulier 

ceux impliqués dans la rupture de la tolérance immunitaire vis-à-vis de l’A13 endogène sont 

mal compris. Les principales études immunologiques réalisées ont porté sur la caractérisation 

de la réponse B. 

 

1) Etude des lymphocytes B et épitopes B 

 

Les différentes sous-populations lymphocytaires B présentes chez 36 patients atteints de PTT 

acquis en rémission ont été comparées à des témoins appariés sur l’âge et le sexe (169). La 

proportion moyenne de lymphocytes B totaux (CD19+) était significativement plus importante 

chez les patients (13±6% versus 10±3% pour les témoins, p = 0,007). Cependant seuls 50% 

des patients avaient des anticorps spécifiques anti-A13 au moment de l’étude, dont 4 avec une 

activité A13<10% et il n’était pas observé de différence entre les patients n’ayant jamais fait 

de rechute (n=16) et les patients « rechuteurs » (n=20).  

Concernant les lymphocytes B « mémoires » (CD19+CD27+), on ne retrouvait pas de 

différence entre témoins et patients mais parmi les patients, ceux avec rechute avaient une 

proportion de lymphocytes CD19+CD27+ significativement plus importante que les patients 

sans rechute (rechuteurs : 59±15% versus 44±14% pour les non rechuteurs, p = 0,005). Ces 

résultats suggèrent que le risque de rechute serait augmenté en cas d’augmentation du taux de 

lymphocytes B CD19+CD27+. Enfin, les fréquences des différentes sous-populations de 

lymphocytes CD19+CD27+ (IgD+IgM+, IgD+IgM-, IgD-IgM+, IgD-IgM-) n’étaient pas 

significativement différentes des contrôles.  
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Récemment, il a été montré que des lymphocytes B mémoires spécifiques d’A13 sont 

localisés dans la rate de patients atteints de PTT acquis. Ces lymphocytes expriment des 

immunoglobulines anti-A13 dont les motifs CDR3 (complementarity determining region 3) 

de la chaine lourde sont uniques et récurrents, suggérant un réarrangement des gènes 

d’immunoglobuline secondaire à une réponse immunitaire spécifique anti-A13 (170). 

 

Les premiers anticorps anti-A13 et leur pouvoir pathogène ont été identifiés dès 1998, avant 

même la découverte d’A13 (17–19). Ils sont polyclonaux, de type IgG dans près de 90 % des 

cas. Plus rarement, ces IgG anti-A13 sont associés à la présence d’IgM ou IgA anti-A13 

(171,172).  

 

Parmi les sous-classes d’IgG, les IgG4 sont les plus fréquemment retrouvées (90% des cas), 

puis viennent les IgG1 (52-76%) et enfin les IgG2 et 3 pour environ 30 à 50% des cas (172–

174). Il n’a pas été retrouvé de corrélation claire entre la sous-classe des IgG et la sévérité de 

la maladie à la phase aiguë, mais un taux d’IgG4 plus élevé a été retrouvé chez les patients en 

rechute, ce qui pourrait constituer un facteur de risque de rechute. Il a été montré que des 

hyper-mutations somatiques étaient présentes dans les gènes codant les domaines variables 

des anticorps anti-A13 de type IgG1/4, suggérant une maturation des lymphocytes B après 

rencontre avec des lymphocytes T CD4+ spécifiques anti-A13 (175). Par ailleurs, le gène 

codant pour la chaine lourde VH des anticorps anti-A13 possède un segment 1-69 présentant 

des similitudes avec le domaine hémagglutinine du virus de la grippe, dont la signification est 

peu claire chez les patients, mais ce qui pourrait être le signe d’une réaction immunitaire 

croisée causant la perte de tolérance vis-à-vis d’A13 (176). 

Ces anticorps reconnaissent de façon constante un épitope B immunodominant localisé au 

niveau du domaine riche en cystéine et du domaine spacer d’A13. Plus précisément, la région 
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située au niveau des acides aminés Arg660 Tyr661 et Tyr665 dans le domaine spacer (Figure 

6) formerait avec les résidus Arg568 et Phe592 du domaine « riche en cystéine », un relief 

structurel saillant (ou « exosite ») à la surface de la protéine, accessible et reconnu par les 

anticorps (78,177–179). Cette région correspond à un des sites de fixation d’A13 avec le 

domaine A2 du FW, ainsi, les anticorps antiA13 reconnaissant ce domaine inhiberaient le 

clivage des multimères de FW en limitant les interactions entre A13 et FW (77). Par ailleurs, 

d’autres études ont montré la présence d’anticorps dirigés contre d’autres domaines d’A13, en 

particulier les domaines C terminaux TSR 5-8 et CUB1/2 (180,181), mais souvent, les 

patients possédaient également des anticorps reconnaissant le domaine spacer.  
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Figure 6 : Epitopes B d’ADAMTS13. 

Partie A : Les segments d’ADAMTS13 reconnus par les anticorps issus de patients sont indiqués par des 

flèches, en bleu, d’après Zheng et al. (n= 67 patients)  et en noir, d’après Klaus et al. (n = 25 patients). Source : 
(180,181) 

Partie B : Cette représentation de la portion N-terminale d’ADAMTS13, issue de sa cristallisation, montre le 

domaine métalloprotéase (MP, en jaune), le domaine de type désintégrine (Dis; en vert), le premier domaine 

thrombospondine de type 1 (TSP1, en bleu), le domaine riche en cystéine (Cys, en violet) et le domaine spacer, 

(Spacer, en beige). Les résidus Arg660, Tyr661 and Tyr665 sont exposés à la surface du domaine spacer, ils sont 

reconnus par la majorité des anticorps présents chez les patients atteints de PTT (n = 6). Le site catalytique est 

indiqué par des flèches. Source : (78)  
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Sur le plan fonctionnel, deux types d’auto-Ac anti-A13 ont été décrits : des anticorps 

« inhibiteurs », bloquant l’activité catalytique d’A13 et des anticorps « non neutralisants », 

qui se lient à A13 et accélèrent ainsi sa clairance de la circulation sanguine 

(171,173,182,183). Des complexes immuns circulants anticorps/A13 ont d’ailleurs été 

détectés dans le plasma de certains patients, et ils seraient associés à un plus grand risque de 

rechute (184).  

Ces deux mécanismes sont responsables d’un déficit sévère de l’activité d’A13 et ils 

coexistent très souvent chez les patients atteints de PTT acquis. Ils peuvent être mesurés soit 

par ELISA, soit par des tests fonctionnels. Globalement, une IgG inhibitrice anti-A13 est 

retrouvée dans près de 80% des PTT acquis avec déficit fonctionnel sévère en A13 lors des 

poussées. Il a également été décrit une activité inhibitrice du plasma chez certains patients, 

sans que les tests ELISA n’aient pu identifier d’anticorps anti-A13 de type IgG et IgM 

(172,173), cette situation étant difficile à interpréter.  

Une étude récente (185) a démontré que les anticorps inhibiteurs sont spécifiques du domaine 

spacer alors que ceux reconnaissant l’extrémité C-terminale ou les autres domaines de la 

partie N-terminale n’ont pas ou peu d’activité inhibitrice. Dans cette étude, il est suggéré que 

le déficit d’activité A13 retrouvé chez les patients atteints de PTT acquis est davantage 

provoqué par la clairance de la protéine que par l’activité inhibitrice des anticorps. La quantité 

d’A13 mesurée par ELISA (antigénémie) serait plus basse lorsque l’anticorps est dirigé contre 

l’extrémité C-terminale d’A13, et constituerait un facteur pronostique de la maladie. 

Ces anticorps surviennent de manière transitoire et disparaissent le plus souvent sous 

traitement, lors de la rémission clinique, parallèlement à une normalisation de l’activité 

d’A13. Chez certains patients cependant, malgré la rémission clinique, ces auto-anticorps 

persistent avec, parallèlement, une activité d’A13 qui reste indétectable. Cette situation 

expose le patient à un risque important de rechute d’environ 40% à 60% au cours des deux 
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ans après la première poussée, et probablement 100% à long terme. Un titre élevé d’anticorps 

au diagnostic serait également prédictif de rechute (186). Il a également été constaté une 

augmentation possible du titre des anticorps anti-A13 lors de la phase initiale du traitement 

sous échanges plasmatiques, qui se traduit dans 30% à 50% des cas par une exacerbation des 

symptômes. 

 

Par ailleurs, chez certains patients atteints de PTT acquis, les anticorps anti-A13 sont associés 

à d’autres auto-anticorps, notamment des facteurs anti-nucléaires. L’apparition des autres 

auto-anticorps peut survenir d’emblée ou après quelques mois, voire des années de suivi. 

Aussi, des anticorps anti-A13 de type IgM et IgG ont été retrouvés chez des patients atteints 

de lupus érythémateux systémique (18% et 13% respectivement) ou de syndrome des anti-

phospholipides (18% et 5% respectivement), sans que ces patients n’aient eu de PTT. Dans 

cette étude (173), l’activité A13 était normale chez ces patients et des anticorps anti-A13 ont 

été également retrouvés chez 4% des individus sains testés. 
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2) PTT et autres manifestations auto-immunes 

 

Le PTT acquis est fréquemment associé à d’autres maladies auto-immunes (135,187). En 

particulier, l’association au lupus érythémateux systémique (LES) a été décrite précocement, 

avant même la découverte d’A13 (188), mais elle reste rare (<4% des PTT). Cette association 

semble, en revanche, plus fréquente chez l’enfant (jusqu’à 26% des PTT) (189). De manière 

plus générale, le PTT est associé dans près de 20% des cas à des manifestations auto-

immunes ou évocatrices d’auto-immunité, comme un tableau de polyarthrite chronique non 

destructrice, des lésions de lupus cutané, un syndrome de Raynaud ou des endocrinopathies 

auto-immunes. Enfin, on retrouve souvent des antécédents familiaux de maladie auto-

immune.  

Différents auto-anticorps peuvent être observés dans le PTT acquis. Des anticorps 

antinucléaires sont retrouvés chez 30 à 50% des patients (135) et des auto-anticorps dirigés 

contre la glycoprotéine membranaire CD36 (ou glycoprotéine IV) ont été mis en évidence 

dans 60 à 85% des cas de PTT (190,191). Cette protéine se situe à la surface des plaquettes 

et des cellules endothéliales (particulièrement celles de la microcirculation). De manière 

intéressante, les anticorps anti-CD36 ont la propriété d’induire une activation plaquettaire et 

leur agrégation (192). Enfin, le CD36 peut fixer A13 via les domaines TSR, on peut donc 

supposer que les auto-anticorps anti-CD36 pourraient altérer l’activité in vivo d’A13, en 

inhibant l’ancrage de celle-ci à la surface de l’endothélium, et ainsi empêcher sa 

colocalisation avec les multimères de FW (98). Cependant, cette hypothèse séduisante n’a 

pas été validée in vitro et le rôle direct des anticorps anti-CD36 dans la physiopathologie du 

PTT acquis reste incertain. Comme les anticorps antinucléaires, ils pourraient n’être 

finalement que l’un des multiples témoins du contexte auto-immun existant dans le PTT.  
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3) Liens entre infections, complément et PTT 

 

La survenue d’un PTT acquis, est favorisée par certaines conditions physiopathologiques 

(maladie auto-immune, grossesse, infection par le VIH,…). Une variation saisonnière a été 

observée avec, dans une série d’une centaine de cas aux Etats-Unis, davantage de cas 

survenus pendant l’été, suggérant l’influence d’un facteur environnemental (193). Plusieurs 

études suggèrent que les infections jouent un rôle important dans le déclenchement de la 

maladie (194–199), à la fois lors de la poussée inaugurale et lors des rechutes (200) ; de 

nombreux agents infectieux ont été retrouvés chez des patients. 

Une étude récente, portant sur 280 patients, a montré que dans environ 40% des cas (n=114), 

il existait des symptômes compatibles avec une infection au moment de la survenue d’un 

épisode de PTT acquis (201). Un agent infectieux était identifié dans 34 cas, il s’agissait 

principalement de Bacilles Gram négatifs. La présence d’une infection n’avait pas de 

conséquence sur le pronostic du PTT. Dans une autre étude portant sur 54 patients atteints de 

microangiopathie thrombotique, les infections constituaient un facteur de bon pronostic pour 

la survie. Cependant, dans cette étude, le dosage d’A13 n’était pas disponible et seuls 10 des 

24 patients ayant une présentation clinique compatible avec un PTT acquis, avaient une 

documentation microbiologique (202). 

 

Le rôle des infections dans la survenue de la maladie pourrait passer par une activation 

endothéliale, ce qui conforterait l’hypothèse d’un déclenchement de la maladie en deux 

évènements, comme pour le modèle murin. Cette activation de l’endothélium paraît être non 

spécifique, d’origine inflammatoire et conduit au relargage de méga-multimères de FW. 

Cependant, il a été montré récemment que les taux plasmatiques de myélopéroxidase, libérée 
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par les polynucléaires neutrophiles activés, comme par exemple lors d’un épisode infectieux, 

étaient augmentés à la phase initiale du PTT (203). La myélopéroxidase pourrait alors avoir 

un effet direct inhibiteur sur A13, par un mécanisme oxydatif, comme cela a été démontré in 

vitro (95). Il a également été décrit que le plasma de patients atteints de PTT était capable 

d’induire l’apoptose de cellules endothéliales de la microcirculation, via un mécanisme 

impliquant la voie Fas/Fas-Ligand (204). Néanmoins dans cette étude relativement ancienne, 

le dosage d’A13 n’était pas réalisé et les diagnostics de PTT acquis sont donc incertains. 

D’autres auteurs ont évoqué le rôle du complément dans la survenue des lésions endothéliales 

(205), indépendamment ou non d’une infection, avec des taux sanguins plus élevés de C3a et 

de C5a chez des patients atteints de PTT acquis à la phase aiguë (n=20) en comparaison aux 

patients en rémission (n=49, p<0,001) (206). Dans cette dernière étude, les taux sanguins 

d’IL10 et d’IL6 étaient significativement plus élevés chez les patients en phase aiguë en 

comparaison aux patients en rémission ; de plus, le taux d’IL10 était corrélé au taux de C3a 

(r=0,692, p=0,006). Cette élévation du C3a a également été retrouvée dans une cohorte de 33 

patients atteints de PTT acquis, tout comme une augmentation du complexe C5b9 soluble en 

comparaison à des témoins (207). De plus, une diminution du C3 était retrouvée chez 15% des 

patients à la phase aiguë, témoignant d’une consommation du complément par la voie alterne. 

Dans cette étude, la persistance des anticorps inhibiteurs anti-A13 en rémission était associée 

à une augmentation de l’activation du complément. Enfin, dans une autre étude chez 28 

patients, l’augmentation de l’activation du complément serait associée au niveau de sévérité 

de la maladie et constituerait ainsi un facteur de risque de mortalité (208). 

Une autre hypothèse permettant de d’expliquer le rôle des infections dans la survenue du PTT 

acquis serait une réaction immunitaire croisée avec un mimétisme moléculaire entre A13 et un 

agent pathogène (209).  



40 
 

Au total, si l'importance des facteurs environnementaux reste encore à déterminer avec 

précision, le PTT survient chez des individus présentant des facteurs de susceptibilité 

génétique. Dans ce sens,  certains gènes de susceptibilité ont récemment été identifiés. 
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4) Restriction HLA 

 

Parmi les facteurs génétiques pouvant influencer la survenue d’une maladie auto-immune, 

l’haplotype HLA (Human Leucocyte Antigen) est le principal facteur retrouvé dans de 

nombreuses pathologies (210). En effet, les cellules présentatrices d’antigène initient la 

réponse immunitaire anti-A13 en présentant la protéine endocytée aux lymphocytes T CD4+ 

via les molécules HLA de classe II. Ainsi, trois études ont montré que le PTT acquis est 

associé à certains allèles du système HLA (211–213).  

Ces études, portant au total sur 165 patients, ont toutes retrouvé que l’allèle DRB1*11, et dans 

une moindre mesure DQB1*03, constituait un facteur de risque pour la survenue de PTT 

acquis (odds ratio à 5,63 pour DRB1*11, IC95% : 2,87-11,1). A l’inverse, d’autres allèles 

comme DRB1*04 semblent être protecteurs vis-à-vis de la maladie (Tableau 3).  

De manière intéressante, en 1994, alors que la physiopathologie du PTT était encore 

largement inconnue, une étude américaine portant sur 30 patients atteints de probable PTT 

acquis, avait retrouvé que l’HLA-DR53, dont le gène DRB4 est lié au gène DRB1*04, 

constituait un facteur protecteur (214). Les patients étaient caucasiens pour 21 d’entre eux et 

seuls 2/30 étaient DR53 contre 57% chez les témoins (p< 0.0005), soit un risque relatif de 

0,09 (IC95% : 0.01-0.28).  

D’autres facteurs génétiques peuvent être impliqués, comme en témoigne la survenue de PTT 

acquis à un an d’intervalle, chez 2 sœurs jumelles qui étaient porteuses de l’allèle HLA-

DQB1*03, mais non DRB1*11 (215). Aussi, cet allèle a été retrouvé dans une plus grande 

proportion chez les patients atteints de PTT, en particulier lorsqu’ils ne sont pas porteurs de 

l’allèle HLA-DRB1*11. 
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Etude Pays Patients HLA à risque HLA protecteur 

Coppo et al. 

(211) 

France 61 DRB1*11 : 

62% vs 23% - p=10-7 

 
DQB1*03 : 

77% vs 54% - p=0,006 

DRB1*04 : 

10% vs 28% - p=0,05 

Scully et al. 

(212) 

Royaume-

Uni 

50 DRB1*11 : 

44% vs 12% - p=0,0024 

 

DRB3 : 

84% vs 58% - p=0,024 

 

DQB1*03:01 : 

58% vs 34% - p=0,048 

DRB1*04 : 

10% vs 35% - p=0,0096 

 

DRB4 : 

26% vs 61,5% - p=0,0024 

John et al. 

(213) 

Allemagne 54 DRB1*11: 

48% vs 23% - p=0,003 

 

DQB1*02:02 : 

20% vs 1,2% - p<0,001 

DRB1*04 : 

7,4% vs 24,6% - ns 

Tableau 3 : Résultats des études d’association entre PTT et HLA.  

Les pourcentages exprimés correspondent à ceux retrouvés chez les patients versus ceux retrouvés chez les 

contrôles. 

 

Au total, cette restriction HLA observée dans le PTT confirme l’importance d’une aide des 

lymplocytes T CD4+ dans la production d’IgG ayant subi une maturation d’affinité. Les 

lymphocytes T CD4+ pourraient avoir un rôle dans la rupture de la tolérance vis-à-vis d’A13.  
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5) Etudes des lymphocytes T CD4+ et épitopes T 

 

Le fait qu’il existe une restriction HLA et que les anticorps anti-A13 soient d’isotype IgG en 

aient subi des hyper mutations somatiques ; suggère fortement la nécessité d’une intervention 

des lymphocytes T dans l’apparition de la maladie. Cependant, la réponse immunitaire T anti-

A13 n’a été que très peu étudiée et les propriétés des lymphocytes T impliqués dans la 

pathogénèse du PTT sont inconnues. 

 

Une seule étude s’est intéressée aux populations lymphocytaires T présentes chez les patients 

atteints de PTT acquis (169), elle ne concernait que les lymphocytes T régulateurs. Une 

augmentation significative de la proportion moyenne de lymphocytes T CD4+CD25+ 

circulants a été observée chez les patients (n=36), en comparaison à des témoins appariés sur 

l’âge et le sexe : 33%±10 vs 28%±10, p=0,04. Cette augmentation était plus importante chez 

les patients n’ayant jamais fait de rechute (n=16) en comparaison avec les patients 

« rechuteurs » (n=20) : 38%±7 vs 29%±10 respectivement, p=0,01. Cependant, cette étude ne 

concernait que des malades en rémission, avec une mesure réalisée après un délai médian de 

23 mois (10-48) après le dernier épisode aigu. De plus, les proportions de lymphocytes T 

régulateurs circulants (définis par le phénotype CD4+CD25+bright et CD4+CD25+FoxP3+) 

n’étaient pas significativement différentes. Les conclusions de cette étude sont donc difficiles, 

d’autant plus qu’une autre série non publiée (abstract ISTH 2011- McDonald et al.), portant 

sur 50 patients, apportait des conclusions contradictoires. Les taux médians de lymphocytes T 

CD4+ totaux et de lymphocytes T régulateurs circulants (définis par le phénotype 

CD4+CD25+bright et CD4+CD25+FoxP3+) seraient similaires chez les patients à la phase aiguë 

(n=10) comparés aux patients en rémission (n=40). 
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Une des étapes indispensables à l’étude des lymphocytes T CD4+ spécifiques d’A13 est 

l’identification des peptides dérivés d’A13, couplés aux molécules HLA de classe II. Les 

complexes HLA-peptides sont reconnus par les récepteurs spécifiques des lymphocytes T 

CD4+ (TcR) à l’origine de la réponse immunitaire dirigée contre A13. 

 

En 2013, Sorvillo et al. ont identifié chez l’homme les peptides d’A13 présentés par les 

molécules HLA-DR11 (223). Pour cela, des MoDCs immatures issues de donneurs sains de 

différents allèles HLA-DR ont été incubées pendant 5 heures avec différentes doses d’A13 

recombinante humaine. Ces cellules ont été ensuite stimulées pendant 24 heures avec du 

lipopolysaccharide (LPS, 1 µg/mL) pour achever leur maturation puis elles ont été lysées et 

les molécules HLA-DR associées aux peptides issus d’A13 ont été immunoprécipitées avec 

un anticorps monoclonal (L243) anti-HLA-DRα couplé avec la protéine A-sépharose. Les 

peptides ont été ensuite élués et leur séquence a été analysée par spectrométrie de masse.  

Pour les donneurs HLA-DR11 (n=6), lorsque les MoDCs ont été chargées avec une dose de 

100 nM d’A13 (n=4) ou de 500 nM (n=4), plusieurs peptides dérivant de la même séquence 

centrale (ou « core ») FINVAPHAR ont été retrouvés. Cette séquence de 9 acides aminés est 

située au niveau des résidus 1328-1336, dans le domaine CUB2.  

Chez les donneurs ayant d’autres allèles HLA (n=4), aucun peptide n’a été retrouvé en 

utilisant une dose d’A13 de 100 nM chez 2 donneurs, et pour deux autres donneurs ayant en 

commun l’HLA DR3, des peptides dérivant de la séquence SYILIRDTHSLRT ont été 

identifiés. Cette séquence de 13 acides aminés est située en position 1356-1368, dans le 

domaine CUB2. A la dose de 500 nM, d’autres peptides ont été retrouvés, provenant 

principalement des domaines CUB1 et CUB2 mais aussi des domaines désintégrine, TSR6, 

métalloprotéase et spacer. 
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Les auteurs concluent qu’en présence de l’HLA-DR11, seuls les peptides issus de la séquence 

« core » 1328-1336 sont présentés, quelle que soit la dose d’A13. Pour les autres HLA, la 

composition des peptides présentés serait variable, avec cependant une prédominance de 

peptides issus des domaines CUB1 et CUB2. Cette séquence dépendrait de la dose d’A13 

mise en présence des MoDCs, avec pour la plus faible dose de 100nM, la seule séquence 

« core » 1356-1368, pour l’HLA-DR3 (bien qu’il ne soit pas exclu que ce peptide soit 

présenté par DR15 ou DR13, autres allèles HLA des donneurs testés). 

Une autre interprétation de leurs résultats consiste à proposer qu’à partir de 17 donneurs sains, 

couvrant 7 HLA différents (DR1, DR3, DR4, DR7, DR11, DR13 et DR15), A13 est présentée 

sous forme de peptides dérivant de onze séquences peptidiques « core » issues principalement 

des domaines CUB1 et CUB2. En particulier, la séquence peptidique « core » située en 

position 1328-1336, serait partagée au sein de ces HLA et exclusive pour l’HLA-DR11 

(Tableau 4). 
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Séquence « core » Localisation Domaine 
HLA-DR retrouvés 

A13 à 100nM A13 à 500nM 

LLRDPSLGA 114-122 Métalloprotéase  
DR4, DR13 

LLSLLAGR 271-278 Désintégrine  
DR3, DR15 

LFTHLAVRI 591-599 Spacer  
DR7, DR15 

ILLDTQCQG 989-997 TSR6  
DR3, DR4 

LEPTGTIDM 1197-1205 CUB1  
DR7, DR15 

DMLLLWGRLTWRK 1240-1252 CUB1  
DR4, DR13 

VLLRYGSQLA 1282-1291 CUB1 
 DR15, DR3 

DR7 

FINVAPHAR 1328-1336 CUB2 

DR11, DR13, 

DR15 

DR1, DR3, 

DR4, DR7, 

DR11, DR13, 

DR15 

IAIHALATNMG 1337-1347 CUB2  DR3, DR4 

SYILIRDTHSLRT 1356-1368 CUB2 
DR3, DR13, 

DR15 

DR3, DR4, 

DR13, DR15 

FLKAQASLR 1394-1402 CUB2  DR3, DR15 

Tableau 4 : Peptides d’ADAMTS13 présentés par les molécules HLA-DR issues de MoDCs 

chargées avec différentes doses d’ADAMTS13, chez des donneurs sains d’HLA différents, 

d’après Sorvillo et al.. 

 

Par ailleurs, de façon intéressante, des peptides issus du MMR (CD206), récepteur permettant 

la reconnaissance et l’endocytose d’A13 par les MoDCs, ont été également retrouvés. 

Cependant, on retiendra que cette étude n’a pas exploré la reconnaissance des complexes 

molécules HLA-peptides par les lymphocytes T CD4+. Il ne s’agit donc que d’une prédiction 

incomplète des épitopes T. De plus, cette étude ne concernait pas de patient, le nombre de 

donneurs sains était limité tout comme les différents types HLA testés.   
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II – OBJECTIFS DU TRAVAIL 
 

Nous avons vu que le PTT est une maladie auto-immune rare et grave caractérisée par la 

présence d’anticorps dirigés contre A13. Le développement de ces anticorps anti-A13 est le 

résultat d’une rupture de la tolérance vis-à-vis de l’A13 endogène. Elle est favorisée par des 

facteurs environnementaux et génétiques. L’étude de l’immunogénicité de la protéine montre 

qu’elle est endocytée après reconnaissance par un récepteur au mannose, et présentée aux 

lymphocytes T CD4+ par les cellules dendritiques. La restriction HLA-DR11 retrouvée chez 

les patients implique que la façon dont est présentée A13 aux lymphocytes T CD4+ intervient 

dans cette rupture de tolérance. De même, l’isotype IgG des anticorps et la présence 

d’hypermutations somatiques dans les gènes codant les domaines variables des anticorps 

indiquent que les lymphocytes B ont subi une maturation sous le contrôle de lymphocytes T 

CD4+ spécifiques d’A13. Les épisodes infectieux et le contexte inflammatoire retrouvés lors 

du déclenchement de la maladie rendent plausibles l’hypothèse d’une rupture de la tolérance 

par mimétisme moléculaire entre A13 et un agent pathogène. Cependant, les déterminants de 

la réponse immunitaire T CD4+ anti-A13 ne sont pas connus. Seule une étude s’est intéressée 

aux peptides présentés aux lymphocytes T CD4+ mais les peptides effectivement reconnus par 

les TcR n’ont pas été déterminés.  

Dans ce travail, mon objectif est d’identifier les épitopes T d’A13 chez les patients 

atteints de PTT. Leur analyse permet d’évaluer s’il existe des épitopes partagés entre 

différents allèles HLA et quelle est la singularité de l’HLA-DR11. De possibles différences 

entre les épitopes B et T ainsi que des différences entre des donneurs sains et les patients sont 

recherchées. Ces travaux nécessitent de développer des outils, notamment via l’utilisation 

d’un modèle murin humanisé pour le HLA-DR1, qui seront utiles pour l’étude des propriétés 

d’A13 et des lymphocytes T CD4+ spécifiques chez les patients.  
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III – RESULTATS 
 

A. Article 1 : Résumé 

 

Dans ce travail (217), j’ai d’abord identifié les épitopes T d’ADAMTS13 pour la molécule 

HLA DRB1*01:01 (DR1). J’ai analysé la séquence de la protéine A13 à l’aide du site web 

IEDB, qui découpe la protéine en peptides chevauchants de 15 acides aminés. Chaque peptide 

possède une séquence « core » partagée de 9 acides aminés, pour laquelle un score prédictif 

d’affinité pour la molécule HLA DR1 est calculé. Une liste de 15 peptides, avec chacun une 

séquence « core » différente, a été identifiée comme ayant une forte probabilité de fixation. 

J’ai alors évalué la capacité de fixation des peptides aux molécules HLA-DR1, par des tests 

ELISAs compétitifs. La concentration conduisant à un déplacement de 50% d’un peptide de 

référence (CI50) est comparée et indique l’affinité du peptide testé. A partir des 15 peptides 

identifiés in silico, j’ai déterminé que 5 peptides possèdent une CI50 meilleure que celle du 

peptide de référence (ratio <1) et 7 autres peptides possèdent une affinité significative (ratio 

CI50 <20). 

Par ailleurs, j’ai immunisé avec de l’ADAMTS13 recombinante humaine, une souris 

humanisée transgénique pour l’HLA DR1 et invalidée pour le CMH de classe II murin. J’ai 

alors obtenu 26 lignées d’hybridomes T CD4+, spécifiques d’A13, sélectionnées sur leur 

capacité à sécréter de l’IL-2 après stimulation par des splénocytes murins en présence d’A13. 

Les 12 peptides dérivés d’A13 ayant une forte affinité pour les molécules HLA DR1 ont alors 

été présentés aux hybridomes par des cellules présentatrices d’antigène artificielles HLA 

DR1, et seul le peptide 1239-1253 est reconnu et capable de stimuler les hybridomes T CD4 + 

spécifiques d’A13. Après analyses complémentaires, j’ai démontré que la séquence minimale 

de l’épitope reconnu par les hybridomes T CD4+ murins est le peptide central 

1241MLLLWGRLTWR1251. Ce peptide est localisé dans le domaine CUB1 d’ADAMTS13 et 
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j’ai vérifié qu’il était effectivement apprêté et présenté par des cellules dendritiques humaines 

(MoDCs) issues de donneurs sains DR1.  

De plus, lors de tests de stimulation par incorporation de thymidine tritiée radioactive, il a 

montré sa capacité à induire la prolifération des splénocytes et des leucocytes ganglionnaires 

de souris transgéniques DR1, immunisées avec de l’ADAMTS13. 

Par la suite, j’ai généré des lignées lymphocytaires T CD4+ humaines, après stimulation par 

l’ensemble des peptides sélectionnés, de cellules mononucléées du sang circulant, de patients 

atteints de PTT acquis et de donneurs sains avec HLA connu (DR1 et DR11). Après 10 jours 

de culture selon le protocole acDC, les lymphocytes T CD4+ sécréteurs d’Interféron gamma 

(IFN-γ) en réponse à l’ensemble des peptides, étaient amplifiés de façon non spécifique 

pendant 3 semaines. Un test ELISPOT détectant la sécrétion d’IFN-γ en réponse à une 

stimulation par les peptides était alors réalisé sur ces lignées et j’ai ainsi déterminé que le 

peptide 1239-1253 d’A13 était reconnu par les lymphocytes T CD4+ d’un patient DR1 ; tout 

comme le peptide 1392-1406.  

De plus, l’évaluation par IEDB montre que le peptide 1239-1253 possèderait une bonne 

affinité pour différents HLA DR, ce qui est confirmé par d’autres tests ELISA compétitifs 

concernant DR11 et DR15. L’analyse des lignées lymphocytaires T CD4+ d’un donneur sain 

DR11 et de 2 patients DR11 au diagnostic et en rémission, révèle que le peptide 1239-1253 

est capable d’être présenté et reconnu chez les 3 individus. 

Ainsi, ce peptide apparait comme étant le peptide immunodominant d’ADAMTS13, 

l’exploitation de ces résultats permet d’envisager la caractérisation des lymphocytes T CD4+ 

spécifiques chez les patients atteints de PTT acquis. 
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ABSTRACT  

 

Acquired thrombotic thrombocytopenic purpura is a rare and severe disease 

characterized by auto-antibodies directed against “A Disintegrin And 

Metalloproteinase with Thrombospondin type 1 repeats, 13th member" (ADAMTS13), 

a plasma protein involved in hemostasis. The implication of CD4+ T cells in the 

pathogenesis of the disease is suggested by the IgG isotype of the antibodies. 

However, the nature of the CD4+ T-cell epitopes remains poorly characterized. Here, 

we determined the HLA-DR-restricted CD4+ T-cell epitopes of ADAMTS13. 

Candidate T-cell epitopes were predicted in silico and binding affinities was 

confirmed in competitive ELISA. ADAMTS13-reactive CD4+ T-cell hybridomas were 

generated following immunization of HLA-DR1 transgenic mice (Sure-L1 strain) and 

used to screen the candidate epitopes. We identified the ADAMTS131239-1253 peptide 

as the single immunodominant HLA-DR1-restricted CD4+ T-cell epitope. The peptide 

is located in the CUB1 domain of ADAMTS13. It was processed by dendritic cells, 

stimulated CD4+ T cells from Sure-L1 mice and was recognized by CD4+ T cells from 

a HLA-DR1-positive patient with acute thrombotic thrombocytopenic purpura. 

Interestingly, the ADAMTS131239-1253 peptide demonstrated promiscuity towards HLA-

DR11 and HLA-DR15. Our work paves the way towards the characterization of the 

ADAMTS13-specific CD4+ T-cell response in patients with thrombotic 

thrombocytopenic purpura using ADAMTS131239-1253-loaded HLA-DR tetramers.  

 

Keywords: ADAMTS13, TTP, T-cell epitope, HLA-DR1, T-cell hybridoma 
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INTRODUCTION 

 

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is a rare and severe autoimmune 

disease characterized by the occurrence of IgG autoantibodies against the 

metalloprotease "A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin type 1 

repeats, 13th member" (ADAMTS13).1–3 ADAMTS13 cleaves multimers of von 

Willebrand factor (VWF), a glycoprotein involved in hemostasis. Inhibition of 

ADAMTS13 by IgG leads to an accumulation of hyper-adhesive VWF multimers 

causing microthrombi that occlude the lumen of the capillaries in the microcirculation, 

thus inducing red cell hemolysis and down-stream organ ischemia. TTP is thus 

characterized by a combination of microangiopathic hemolytic anemia, peripheral 

thrombocytopenia and organ failure of variable severity with typically neurological 

involvement.4  

The physiopathological mechanisms underlying TTP and responsible for the 

synthesis of anti-ADAMTS13 antibodies, and particularly the mechanisms involved in 

the loss of tolerance of the immune system towards ADAMTS13, are poorly 

understood. Polyclonal anti-ADAMTS13 antibodies are directed against different 

domains of ADAMTS13.5 In most patients, anti-ADAMTS13 antibodies are of the IgG 

isotype with a predominance of the IgG4 subclass.6 IgG from all patients recognize 

immunodominant B-cell epitopes located in the spacer domain of ADAMTS13.7 The 

B-cell epitopes have been proposed to be located between the 660-661 and 665 

amino-acids.8 The fact that anti-ADAMTS13 antibodies are of the IgG isotype, of high 

affinity and have undergone affinity maturation, strongly suggests the requirement of 

a CD4+ T-cell help in the development of the disease.9 Besides, the HLA-DRB1*11 

(DR11) haplotype was independently identified as a strong risk factor by three 
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research groups.10–12 However, while CD4+ T cells are thought to play a major role, 

the specificity and the properties of the CD4+ T lymphocytes involved in the 

pathogenesis of TTP have not been studied. Importantly, the HLA restriction hints at 

the existence of immuno-dominant peptides in ADAMTS13.  

Naive CD4+ T-cell activation is initiated by the interaction of the T-cell receptor (TCR) 

with a peptide/MHC class II complex on professional antigen-presenting cells (APC). 

Extracellular antigens are endocytosed, degraded into peptides in the early 

endosome and loaded onto MHC class II αβ heterodimer molecules. Sorvillo et al. 

identified, through mass spectrometry, ADAMTS13-derived peptides that are 

localized within the HLA-DR molecules expressed by dendritic cells derived from 

human monocytes (Mo-DCs) and incubated with ADAMTS13 in vitro.13 The identified 

peptides belonged mainly to the CUB1 and CUB2 domains of ADAMTS13. The core 

sequence FINVAPHAR from the CUB2 domain was the only sequence detected for 6 

donors with the DR11 haplotype among the 17 donors included in the study. In 

addition, the same group recently demonstrated that a peptide containing the 

FINVAPHAR amino-acid sequence is able to stimulate CD4+ T cells from a HLA-

DR11 TTP patient.14 These studies did however not investigate the recognition of 

other peptides by CD4+ T cells. To address this question, we focused on the HLA-

DR1 haplotype for which a humanized transgenic HLA-DR1 mouse is available, and 

investigated the CD4+ T-cell epitopes for the HLA-DR1 allele. The identified epitopes 

were then studied in the context of the HLA-DR11 allele.  

 

METHODS 

 

Peptides and antigen 
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ADAMTS13-derived peptides were selected based on their binding capacity to HLA-

DRB1*01:01 molecules. HLA class II–binding predictions of human ADAMTS13 

(GenBank reference: AAL11095.1) were made on November 10, 2011, using the 

Immune Epitope Database analysis resource consensus tool, on the dedicated 

website www.iedb.org.15–17 Strong HLA-DRB1*01:01 binders were predicted in silico 

using overlapping 15-mer peptides that span the whole ADAMTS13 sequence. 

Altogether, 99 15-mer peptides were predicted to be strong binders to HLA-

DRB1*01:01 with binding scores below 10 (i.e., with a probability for being good 

binders greater than 90%). Some of the predicted peptides shared common HLA-

DRB1*01:01-binding core sequences (9-mer peptides). When considering only 

unique core sequences and after exclusion of two peptides located in the prodomain 

of ADAMTS13, the list came down to 15 9-mer core peptides (Table 1). The peptides 

were synthesized at greater than 80% purity (GL Biochem, Shanghai, China) and 

included the 9-mer core sequences with addition of the 3 residues from the N-

terminal end and the 3 residues of the C-terminal end. Individual peptides were 

solubilized at 1 mg.mL-1 in DMSO/water. Recombinant full-length human ADAMTS13 

(rhADAMTS13) was a kind gift from Baxter (Vienna, Austria).18  

 

HLA-peptide-binding assays 

HLA-DR molecules were purified from homozygous EBV cell lines by affinity-

chromatography using the monomorphic mAb L243. The binding to HLA-DR 

molecules was assessed by competitive ELISA, using an automated workstation, as 

previously reported.19, 20 Briefly, HLA heterodimers were incubated with a biotinylated 

indicator peptide and serial dilutions of competitor peptides. As reference, the 

unlabelled form of biotinylated reporter peptide was used as internal control. After 
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24 hr incubation at 37˚C, samples were neutralized with 450 mM Tris HCl (pH 7.5) 

(Sigma, St Quentin-Fallavier, France), 0.3% BSA (Sigma), 1 mM n-dodecyl β-D-

maltoside buffer (Sigma) and applied to 96-well MaxiSorp ELISA plates (Nunc A/S, 

Roskilde, Denmark) coated with 10 µg.mL-1 L243. Bound biotinylated peptide was 

detected by streptavidin-alkaline phosphatase conjugate (GE Healthcare, Saclay, 

France) and after adding 4-methylumbelliferyl phosphate substrate (Sigma). Emitted 

fluorescence was measured at 450 nm upon excitation at 365 nm. The peptide 

concentration that prevented binding of 50% of the biotinylated peptide (IC50) was 

evaluated. The sequence of the biotinylated reporter hemagglutinin (HA) peptide was 

306PKYVKQNTLKLAT318; the mean IC50 values of the HA306-318 peptide for HLA 

DRB1*01:01 and DRB1*11:01 binding were 4.61 and 37.42 nM, respectively. For 

HLA DRB1*15:01, the sequence of the reporter biotinylated peptide A3152–166 was 

152EAEQLRAYLDGTGVE166 with an IC50 value of 41.46 nM. Means and standard 

errors of the means were calculated from three independent experiments. Binding 

data are estimated as relative affinities defined as the ratio of the IC50 of each 

individual peptide to the IC50 of the reference peptide. Peptides with relative affinities 

of 20 or less were considered as high binders to the HLA-DRB1 molecules and were 

retained for the rest of the study.  

 

Human samples 

Heparinized blood from healthy donors (EFS, Ile-de-France, Créteil, France) or from 

TTP patients (French national reference centre for TMA, Prof. P. Coppo, St Antoine 

Hospital, Paris, France and Dr L. Galicier, St Louis Hospital, Paris, France) was 

obtained after written informed consent. The use of samples for research purposes 

has been approved by the ethical committee from Saint-Antoine Hospital 
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(Authorization n°04807/12/2005). Acquired TTP criteria were those previously 

reported,4 and included a severe deficiency (<5% of normal activity) in ADAMTS-13 

activity along with a detectable inhibitor and/or detectable serum antibodies as 

assessed by ELISA (Technozym R ADAMTS13 INH, Technoclone, Vienna, Austria; 

threshold positivity > 15 U mL−1). 

 

Blood processing 

All blood samples were shipped at room temperature within 4 hr after drawing. HLA-

DR screening was performed by molecular typing using the Olerup SSP HLA*DR kit 

(Olerup SSP, Stockholm, Sweden) after DNA extraction from total blood (Qiagen, 

Vienna, Austria). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by 

density gradient centrifugation on lymphocyte separation medium (PAA Laboratories 

GmbH, Les Mureaux, France) and immediately frozen in pooled human male AB 

serum containing 10% DMSO (Sigma). 

 

Immunisation of mice  

HLA-A2.1-/HLA-DR1-transgenic H-2 class I-/class II (IA β-/- β2m-/-)-knockout mice 

(Sure-L1 mice) were 8-12 week-old.21 Mice were immunized subcutaneously with 

150 µg of rhADAMTS13 in complete Freund’s adjuvant (Sigma), and fifteen days 

later with 150 µg rhADAMTS13 in incomplete Freund’s adjuvant (Sigma). Blood was 

drawn by retro-orbital bleeding 4 days after the second administration of 

rhADAMTS13 and cells from the spleen and draining lymph nodes were collected. 

Animals were handled in agreement with local ethical authorities (Comité Régional 

d'Éthique p3/2005/002).  
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Titration of anti-ADAMTS13 IgG 

Antibodies against human ADAMTS13 were measured in mice serum using enzyme-

linked immunosorbent assays (ELISA). Briefly, ELISA plates were coated with 

rhADAMTS13 (1 μg.mL-1) for 1 hr at 37°C and subsequently blocked for an additional 

hour with PBS-1% BSA. Serum serially diluted in PBS-BSA (dilution factor: 1/3) was 

then incubated during 1 hr at room temperature. Bound IgG was revealed using a 

secondary horseradish peroxidase-coupled goat F(ab’)2 anti-mouse IgG antibody 

(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) and substrate. The mouse monoclonal 

anti-human ADAMTS13 IgG mAb 20A5 (HYCULT, Uden, NL) was used as positive 

control. 

 

HLA-DRB1*01:01 positive antigen-presenting cells (APC) 

Three different sources of APCs were used for T-cell presentation assays: 1) purified 

splenocytes from Sure-L1 mice inactivated with mitomycine C (50 µg.mL-1, Sigma), 2) 

immature Mo-DCs from HLA-DRB1*01:01 healthy donors inactivated with mitomycine 

C (50 µg.mL-1), or 3) artificial APCs derived from NIH-3T3 cell line expressing HLA-

DRB1*01:01 (AAPCDR1). To generate AAPCDR1, NIH-3T3 cells were transduced with 

the common HLA-DRα chain and the specific HLA-DRβ1*01:01 chain, and with the 

co-stimulatory and adhesion human molecules B7.1, ICAM-1 and LFA-3.22 AAPCDR1 

does not produce murine IL-2 and therefore does not require inactivation with 

mitomycine C. Its ability to present and stimulate efficiently HLA-DRB1*01:01-

restricted CD4+ T-cells has been demonstrated.22 In the case of Mo-DCs, human 

monocytes were isolated from PBMCs using anti-CD14 magnetic beads (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Monocytes were cultured in RPMI-1640 

medium supplemented with 10% human AB Serum (Sigma), L-glutamine and 
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antibiotics (Life Technologies - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in the presence of 

500 IU human recombinant interleukin 4 (IL-4, ImmunoTools, Friesoythe, Germany) 

and 1000 IU human recombinant GM-CSF (ImmunoTools) per 106 cells. After 5 days 

of culture, the non-adherent immature Mo-DC-enriched fraction was harvested and 

the immature status was confirmed by the expression of the following surface 

phenotypic markers: CD40, CD80, CD86, CD83, CD1a and HLA-DR (Becton 

Dickinson, Le Pont de Claix, France), by flow cytometry as explained previously.23  

 

Proliferation response to ADAMTS13-derived peptide 

Cells from the spleen and draining lymph nodes from immunized Sure-L1 mice were 

pooled. Cells (105 cells/well) were incubated alone, with each individual synthetic 

ADAMTS13-derived peptide (10 µg.mL−1) or with a pool containing all the peptides 

(2.5 µg.mL−1 of each peptide) in AIMV medium (Life Technologies, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) for 4 days. Cell proliferation was determined by incorporation of 

3H-thymidine (1 µCi per well, specific activity of 6.7 Ci.mmol-1) added during the final 

16 hr and measured as counts per minute (cpm) on a micro-ß-counter (Perkin Elmer 

Applied Biosystems). Stimulation indexes (SI) were calculated as the ratio between 

the cpm in the presence of a stimulus, and the average cpm of the same cells 

incubated alone.  

 

Generation of mouse ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas 

Cells from draining lymph nodes of immunized Sure-L1 mice were stimulated 72 hr 

with rhADAMTS13 (1 µg.mL-1) and fused with the BWZ.36 fusion (TCR−/−) partner 

cell line24 (a kind gift from Prof N Shastri, University of California, Berkeley, CA, USA) 

using polyethylene glycol. ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas were 
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obtained after culture in HAT and HT selective media (both from Sigma). Specificity 

for ADAMTS13 was evaluated using a T-cell stimulation assay. 

 

T-cell hybridoma stimulation assay 

Mouse HLA-DR1-restricted CD4+ T-cell hybridomas (105 cells/well) were cultured in 

96 round bottom plates with 104 (ratio 1:10) DRB1*01:01 APC (splenocytes or 

immature Mo-DCs) in the presence of rhADAMTS13 (10 µg.mL-1) for 24 hr at 37°C. 

Murine interleukin 2 (IL-2) secreted by activated T-cells was measured in the 

supernatant by an ELISA Kit (eBioscience, Paris, France) according to manufacturer 

protocol. Positive control used was concanavalin A (Sigma) at 1 µg.mL-1. For each 

hybridoma cell line growing in HAT media, stimulation index (SI) was calculated. 

Hybridoma clones with an at least two-fold increase in IL-2 release (ratio between 

ADAMTS13 stimulated cultures and control medium) were considered to be 

ADAMTS13-specific and were subsequently sub-cloned by limiting dilution (0.5 

cell/well). Among ADAMTS13-specific T-cell hybridomas, screening for peptide 

specificity was realized with AAPCDR1 co-cultured for 24 hours with peptides at 

10 µg.mL-1, and IL-2 secretion by activated T-cells hybridoma was measured in the 

supernatant with the same ELISA Kit. 

 

Generation of ADAMTS13-specific human CD4+ T-cell lines 

Using the accelerated co-cultured DC (acDC) assay,25 PBMCs from a TTP patient 

were stimulated for 10 days with the pool of 16 ADAMTS13-derived peptides, 

(2.5 µg.mL-1 for each peptide). Briefly, cells (5.106 cells.mL-1) were thawed and 

cultured in AIM-V medium culture supplemented with 1000 U.mL-1 of GM-CSF, 

500 U.mL-1 of IL-4 (ImmunoTools). After 24 hr (day 1), the pool of ADAMTS13-
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derived peptides was added along with TNF-α (1000 U.mL-1), IL-1β (10 ng.mL-1), IL-7 

(0.5 ng.mL-1) (ImmunoTools) and prostaglandin E2 (1μM; Merck Calbiochem, Saint-

Quentin-en-Yvelines, France). On day 10, non-adherent cells were collected, 

washed, and CD4+ T lymphocytes were isolated by negative magnetic purification 

with a CD4+ T-cell isolation kit (Miltenyi). Cells were then incubated with irradiated 

DRB1*01 Mo-DCs (45 Gy) from healthy donors (ratio 1:10), pulsed with the pool of 

ADAMTS13-derived peptides, in fresh AIM-V at 37°C for 6 hours. Subsequently, 

CD4+ T-cells reactive to ADAMTS13-derived peptides were isolated using the IFN-γ 

secretion assay-cell detection kit (Miltenyi) according to manufacturer protocol. Cell 

lines were obtained after culture of the IFN-γ-secreting cells in AIM-V medium 

supplemented with 10% human AB serum, IL-2 (20 U.mL1), IL-4 (5 ng.mL-1), anti-

CD3 mAb (OKT3, 30 ng.mL-1) (ImmunoTools) and irradiated (45Gy) PBMC from 2 

unrelated donors. Cells were fed every 7 days with fresh cytokines. The stimulated 

CD4+ T cells were tested after ~3 weeks for peptide specificity by IFN-γ ELISPOT 

after incubation with peptide-pulsed or non-pulsed APC.  

 

ELISPOT assays 

The human IFN-γ ELISPOT was performed according to the manufacturer’s 

recommendations. Ninety-six–well polyvinylidine fluoride plates (Millipore-Merck) 

were pre-wetted with ethanol. The individual ADAMTS13-derived peptides (10 µg.mL-

1), the peptide pool, or medium alone were plated in triplicate wells, into the plates 

that had been pre-coated overnight with the anti-IFN-γ capture antibody (U-CyTech, 

Utrecht, the Netherlands) and blocked with AIMV plus 10% human serum. Irradiated 

AAPCDR1 (45 Gy) were then seeded and incubated (3x104/well) with the CD4+ T-cell 

line (3x105/well) for 24 hr at 37oC in a CO2 incubator. Following PBMC removal, IFN-
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γ secretion was visualized with a biotin-conjugated anti–IFN-γ antibody (U-CyTech), 

alkaline phosphatase-conjugated ExtrAvidin, and Sigmafast 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT) tablets (Sigma). Plates were 

then air dried and scanned on an ImmunoSpot Analyzer (CTL, Shaker Heights, 

Ohio). Spot-forming cells (SFCs) were automatically calculated by the ImmunoSpot 

Software using the SmartCount™ and Autogate™ functions 26. ELISPOT readouts 

are expressed as SFCs/106 CD4+ T-cells. Peptides that generated at least twice the 

SFCs over the control wells were defined as eliciting a positive response.  

 

RESULTS 

 

Few ADAMTS13-derived peptides are high binders to HLA-DRB1*01:01 

molecules 

We hypothesized that the T-cell epitopes of rhADAMTS13 correspond to 

ADAMTS13-derived peptides that are stably binding to the groove of class II MHC 

molecules. The candidate peptides should thus bind with a high affinity to HLA-DR 

molecules. Using the IEDB consensus method prediction tool for MHC class II 

binding, we first predicted the array of ADAMTS13-derived 15-mer peptides that bind 

to the HLA-DRB1*01:01 (DR1) allele. Altogether, fifteen 15-mer peptides with unique 

core sequences were predicted to be strong binders to HLA-DR1 with binding scores 

below 10 (Table 1). The corresponding synthetic 15 peptides were used in binding 

assays to determine in vitro affinities for purified HLA-DRB1*01:01 molecules by 

competition ELISA. The calculated IC50 values ranged from 0 to 5000 nM (Table 1). 

Five peptides bound to DR1 with an IC50 below 4 nM, an affinity greater than that of 

the influenza HA306-318 control peptide (IC50 = 4.61 nM). Three peptides revealed a 
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poor binding capacity with IC50 20-fold greater than that of the HA control peptide, 

despite a good IEDB-predicted binding score.  

 

ADAMTS13-derived peptides activate ADAMTS13-specific mouse CD4+ T-cell 

hybridomas restricted to HLA-DRB1*01:01 

To assess whether the ADAMTS13-derived HLA-DR1 binding peptides are T-cell 

epitopes and are presented to T-cells by antigen-presenting cells, we generated 

ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas restricted to the HLA-DR1 allele. 

Induction of an anti-rhADAMTS13 immune response in a humanized transgenic HLA-

DR1 mouse was confirmed by ELISA (Figure 1A). Cells from the draining lymph 

nodes were fused to a TCR-/- partner (BWZ36) and 95 CD4+ T-cell hybridomas were 

selected. Among them, 26 hybridomas produced IL-2 following incubation with 

splenocytes from Sure-L1 mice in the presence of rhADAMTS13. The 26 hybridomas 

were subsequently sub-cloned.  

We next evaluated the activation of the T-cell hybridomas by the 15-mer peptides. 

The ADAMTS131239-1253 peptide was the only peptide to induce a significant secretion 

of IL-2 in all the hybridoma cell lines tested (tested for 6 of the 26 rhADAMTS13-

reactive T-cell hybridomas; representative result shown for one T cell-hybridoma in 

Figure 1B). To delineate more precisely the T-cell epitope recognized by the T-cell 

hybridomas, overlapping 15-mer peptides that span aa 1235 to 1256 were 

synthetized and were assessed for their capacity to activate one of the T-cell 

hybridomas (Clone 2G10δ). Significant T-cell activation was observed for peptides 

1237-1251, 1238-1252, 1239-1253, 1240-1254 and 1241-1255 (Figure 1C). 

Conversely, peptides 1235-1249, 1236-1250 and 1242-1256 failed to activate the T-

cell hybridoma. Similar results were obtained with another T-cell hybridoma (clone 
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1F5γ, data not shown). These results demonstrate that the minimal core peptide 

sequence recognized by the ADAMTS13-specific DRB1*01:01-restricted T-cell 

hybridomas is 1241MLLLWGRLTWR1251. Anchor residues for binding of peptide 1239-

1353 to the HLA groove are highlighted in Table 1: L1, W4, R6 and W9.  

 

The ADAMTS131239-1253 peptide is recognized by CD4+ T-cells from humanized 

Sure-L1 HLA-DRB1*01:01 mice 

Next, we asked whether other peptides than the one identified using the hybridoma 

technology may be recognized by polyclonal CD4+ T-cells from Sure-L1 mice 

immunized with rhADAMTS13. Splenocytes and cells from the draining lymph nodes 

from two immunized Sure-L1 mice were stimulated with the individual ADAMTS13-

derived peptides previously identified to bind to HLA-DRB1*01:01 with a high affinity. 

A significant cell proliferation was observed in the case of ADAMTS131239-1253 peptide 

(Figure 2A), confirming that this peptide is a dominant CD4+ T-cell epitope, at least in 

mice.  

 

The ADAMTS13 T-cell epitope identified in humanized Sure-L1 HLA-

DRB1*01:01 mice is presented by human antigen-presenting cells 

We then investigated whether the ADAMTS131239-1253 peptide is generated by 

professional human antigen-presenting cells and presented to CD4+ T-cells in a HLA-

DRB1*01:01 context. To this end, immature HLA-DRB1*01:01 Mo-DCs were 

incubated with rhADAMTS13 and with T-cell hybridomas of known specificity for the 

1239-1253 peptide. T cells incubated with Mo-DCs in the presence of the 

ADAMTS131239-1253 peptide presented with a stimulation index of 22.2±1.9 (Figure 

2B). In contrast, incubation of the cells with the ADAMTS13111-125 control peptide did 
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not result in T-cell activation (stimulation index: 1.1±0.0). Interestingly, incubation of T 

cells and Mo-DCs with rhADAMTS13 induced T-cell activation with a stimulation 

index of 3.3±0.6, indicating that rhADAMTS13 is efficiently processed by human 

antigen-presenting cells, and that the ADAMTS131239-1253 peptide is readily 

generated.  

 

The ADAMTS131239-1253 peptide is a dominant T-cell epitope in a TTP patient 

with the HLA-DRB1*01:01 allele 

We then assessed whether the ADAMTS131239-1253 peptide is recognized by CD4+ T-

cells from patients with acquired TTP. CD4+ T-lymphocytes were isolated from the 

blood of a 43 years-old HLA-DRB1*01:01 male, 14 days after the onset of acute 

acquired TTP. In the patient, the ADAMTS13 activity was less than 5% of normal 

value due to the presence of inhibitory antibodies directed to ADAMTS13. A CD4+ T-

cell line specific for ADAMTS13-derived peptides was amplified from the patient’s 

PBMCs as explained. After 32 days of culture, the CD4+ T-cell line produced IFN-γ, 

as assessed by ELISPOT, following incubation with Mo-DCs of HLA-DR1 healthy 

donors, pulsed with the pool of ADAMTS13-derived peptides with high binding affinity 

for HLA-DR1, but failed to produce IFN-γ when incubated with Mo-DCs alone (data 

not shown). We then incubated the T-cell lines with AAPCDR1 and with each individual 

peptide. Together with the ADAMTS131392-1406 peptide, the ADAMTS131239-1253 was 

the only peptide able to activate human IFN-γ-producing CD4+ T-cells (Figure 2C). 

Similar results were obtained when the T-cells and ADAMTS131239-1253 peptide were 

incubated in the presence of HLA-DR1 Mo-DCs (data not shown). Further evaluation 

of the ADAMTS131239-1253 peptide by IEDB predicted good binding scores to HLA-

DR11, 15, 13, 8, 3 and 4, which was confirmed in competitive ELISA at least in the 
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case of HLA-DR11 and DR15 (Table 2). T-cell lines were also generated from one 

TTP female patient in acute phase (aged 19, Figure 3A), one TTP female patient in 

remission phase (aged 34, Figure 3B) and one 25-year old male healthy donor 

(Figure 3C), all with the HLA-DRB1*11:01 allele. Reactivity towards the 

ADAMTS131239-1253 peptide was detected in the case of the three individuals. 

Together, our data suggest that the ADAMTS131239-1253 peptide is a dominant and 

promiscuous T-cell epitope in TTP patients. 

 

DISCUSSION 

 

In the present study, we delineated the ADAMT13-derived peptides that are potent T-

cell epitopes in the context of the HLA-DR1 haplotype. An array of ADAMTS13-

derived peptides that are processed and presented by Mo-DCs had been previously 

reported in the case of healthy donors with different HLA-DR haplotypes.13 As many 

as 11 core peptides had thus been retrieved from the HLA-DR-binding groove; the 

peptides spanned 6 different domains of ADAMTS13. In order to identify HLA-DR-

restricted T-cell epitopes of ADAMTS13, we took advantage of the humanized Sure-

L1 mouse strain. Sure-L1 mice are invalidated for murine MHC class I and II 

molecules and transgenic for HLA-DRB1*01:01. HLA transgenic mice have been 

proven an appropriate human counterpart for the characterization of T-cell epitopes 

derived from pathogens21 as well as therapeutic proteins.27 In agreement with this, 

our results demonstrate that the ADAMTS131239-1253 peptide identified as an 

immunodominant T-cell epitope using in silico prediction, in vitro binding assays and 

T-cell hybridoma generation, is processed by human Mo-DCs in vitro and activates 
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CD4+ T cells both in vivo in Sure-L1 mice, and ex vivo in the case of cells from 

patients with TTP.  

The in silico selection of the ADAMTS13-derived peptides was based on the 

hypothesis that the T-cell epitope of rhADAMTS13 binds with a high affinity to HLA-

DR molecules. The prediction efficiency of IEDB for HLA class II–binding peptides 

has been validated for various antigens, including human plasma protein, and 

correlates adequately with HLA binding, as measured by competitive ELISA.15–17 For 

instance, T-cell epitopes of the human pro-coagulant factor VIII were identified using 

the hybridoma technology in an HLA-DR15 transgenic mouse model upon screening 

a peptide library spanning the entire sequence of the protein.27 Our unpublished data 

demonstrate a strong correlation between the predicted IEDB binding score for HLA-

DR15 and the CD4+ T-cell epitope found in this work through hybridoma technology 

(area under the ROC curve=0.90). In silico prediction may nevertheless be over-

predictive and positively select peptides that do not activate T cells.28  

In the case of ADAMTS13, HLA-DR11 has been identified as a major risk factor for 

TTP. Sorvillo et al. identified 11 hypothetical T-cell epitopes following purification from 

HLA-DR molecules expressed by ADAMTS13-loaded Mo-DCs of healthy donors with 

several HLA haplotype.13 The ADAMTS13-derived core sequence 

1328FINVAPHAR1336 was shown to be preferentially presented by HLA-DR11 

molecule,13 and stimulated CD4+ T cells from at least one TTP patient.14 In our 

hands, the ADAMTS131325-1339 peptide, that contains the same core sequence, was 

predicted as a high binder HLA-DR1 peptide. It however failed to bind HLA-

DRB1*01:01 and to activate human CD4+ T cells from a DRB1*01:01 patient. 

Besides, the ADAMTS131325-1339 peptide did not activate CD4+ T cells from 2 TTP 

patients with the HLA-DRB11 allele. Whether this results from differences in peptide 
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length and in the nature of the residues adjacent to the core peptide, remains to be 

determined.29,30  

Our rational for focusing our study on the HLA-DRB1*01:01 allele is justified by the 

availability of an appropriate transgenic HLA-DRB1*01:01 mouse model, and by the 

fact that the HLA-DRB1*01:01 allele is found in 18% of the patients with acquired 

TTP10 and in 15 to 30% of the Caucasian population.31 Interestingly, 11 of the 15 

peptides predicted to bind HLA-DR1 by IEDB were also predicted to have a high 

affinity for the HLA-DRB1*11:01 allele. In particular, the unique immunodominant 

HLA-DRB1*01:01-associated T-cell epitope characterized in our work, 

ADAMTS131239-1253, demonstrated an excellent binding score to HLA-DRB1*11:01 

(score of 1.2) and HLA-DRB1*15:01, strong affinity for HLA-DRB1*11:01 and HLA-

DRB1*15:01 in competitive ELISA (Table 2), and was a target epitope of CD4+ T cells 

from 2 TTP patients and 1 healthy donor with the HLA-DRB11 allele. Of note, the 

ADAMTS131240-1252 peptide, that shares the identical core peptide with the 

ADAMTS131239-1253 peptide, was identified by the study of Sorvillo et al. in the case of 

Mo-DCs from a patient with the HLA-DR4/DR13 haplotype.13 Together with our IEDB 

prediction, the data suggest that the ADAMTS131239-1253 peptide exhibits promiscuity 

for at least three HLA-DR alleles: DR1, DR11 and DR15. Additional work including 

more HLA-DR alleles is required to determine whether pathogenic recognition of 

ADAMTS13 by CD4+ T cells is principally directed to promiscuous immunodominant 

epitopes such as the ADAMTS131239-1253 peptide, or whether private T-cell epitopes 

dominate in the case of HLA-DR alleles that are predominantly associated with 

acquired TTP.  

We cannot exclude the existence of additional immuno-dominant T-cell epitopes 

potentially overlooked in our experimental approach. Besides, additional work is 
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required to link our findings to the Th2 polarization of CD4+ T cell and production of 

anti-ADAMTS13 autoantibodies. Yet, identification of the ADAMTS131239-1253 peptide 

as a promiscuous immuno-dominant T-cell epitope may have clinical implications at 

term. It shall pave the way towards the characterization of the ADAMTS13-specific 

CD4+ T-cell response in TTP patients using ADAMTS131239-1253-loaded HLA-DR 

tetramers. Such a tool would provide new insights on the mechanisms implicated in 

the breakdown of tolerance to ADAMTS13 and should be of clinical relevance to 

follow in a quantitative manner populations of ADAMTS13-specific T cells in the 

course of TTP treatment and anticipate relapse. In particular, confirmation of our 

results would lead to identification of prognostic factors (persistence of specific Th17 

T cells, generation of regulatory T cells) that would help in the decision process for 

the pre-emptive use of Rituximab to prevent relapse.32 
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TABLES 

 

Table 1. Affinity of ADAMTS13-derived peptides for HLA-DRB1*01:01 molecules 

 
ADAMTS13 

peptide 
Domain Sequence# 

IC50 

(nM)† 

Predicted 

binding 

score‡ 

1 589-603 Spacer RPLFTHLAVRIGGRY 0.46 7.01 

2 267-281 Metalloprotease RRQLLSLLSAGRARC 0.91 1.36 

3 371-385 Desintegrin CRSLVELTPIAAVHG 1.59 4.22 

4 1239-1253 CUB1 GDMLLLWGRLTWRKM 1.61 7.08 

5 1392-1406 CUB2 EGFLKAQASLRGQYW 3.74 1.62 

6 1355-1369 CUB2 ASYILIRDTHSLRTT 5.65 6.65 

7 774-788 TSR 3 GSLLKTLPPARCRAG 7.11 5.65 

8 570-584 Spacer YVTFLTVTPNLTSVY 13.10 0.79 

9 914-928 TSR 5 ELRFLCMDSALRVPV 12.6 3.24 

10 1224-1238 CUB1 VVTLRVLESSLNCSA 13.68 6.21 

11 1281-1295 CUB1 GVLLRYGSQLAPETF 28.34 6.90 

12 464-478 Cys-Rich GASFYHWGAAVPHSQ 31.07 8.42 

13 1325-1339 CUB2 CRLFINVAPHARIAI 147.97 1.99 

14 140-154 Metalloprotease APNITANLTSSLLSV 279.67 9.74 

15 308-322 Desintegrin NEQCRVAFGPKAVAC 5000 8.11 

16* 111-125 Metalloprotease GAELLRDPSLGAQFR >10000 20.93 

 
†ADAMTS13-derived peptides are sorted based on the measured IC50 values 

compared to the HA306-318 control peptide (IC50=4.61 nM). IC50 values are shown in 

nM. A lower IC50 value indicates stronger binding. IC50>10000 indicates no 

detectable binding in the assay.  
‡Binding scores were generated by IEDB and reflect the expected binding affinities, 

wherein lower scores indicate stronger predicted affinities.  
#The 9-residue sequences (core peptides) predicted to fit into the HLA-DRB1*01:01 

binding groove are underlined for each peptide. Anchor residues are highlighted in 

bold. 

*This ADAMTS13-derived peptide is used as a negative control, without detectable 

binding to HLA-DRB1*01:01. 
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Table 2. Affinity of ADAMTS131239-1253 peptide for HLA-DRB1 molecules. 

HLA-DR molecule# 
Predicted binding 

score† 
Relative affinity‡ 

DRB1*11:01 1.2 16.04 

DRB1*15:01 1.40 3.48 

DRB1*13:01 1.72 ND 

DRB1*08:01 4.47 ND 

DRB1*01:01 7.08 0.27 

DRB1*03:01 7.92 ND 

DRB1*04:01 12.10 ND 

DRB1*12:01 25.89 ND 

DRB1*07:01 31.19 ND 

DRB1*09:01 33.67 ND 
#HLA-DRB1 molecules are classified based on their predicted binding score. 
†Binding scores were generated by IEDB using the consensus method prediction 

tool. 
‡Binding data are estimated as relative affinities defined as the ratio of the IC50 of the 

ADAMTS131239-1253 peptide to the IC50 of each reference peptide. Relative affinities of 

20 or less were considered high binders to the HLA-DR molecule. The sequences 

and mean IC50 values of the reference peptides were the following: HA306-318 

(PKYVKQNTLKLAT) for DR1 (4.61 nM) and DR11 (37.42 nM); A3152–166 

(EAEQLRAYLDGTGVE) for DR15 (41.46 nM). 

ND: not done. 
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FIGURE LEGENDS  

 

Figure 1. Identification of HLA-DR1-restricted T-cell epitopes using ADAMTS13-

specific CD4+ T-cell hybridomas. (A) Anti-ADAMTS13 IgG titers in Sure-L1 mice 

immunized with rhADAMTS13. The serum from an HLA-DR1-transgenic Sure-L1 

mouse immunized with rhADAMTS13 was incubated in serial dilutions on 

ADAMTS13-coated ELISA wells. ADAMTS13-bound IgG were detected using 

horseradish peroxidase-coupled polyclonal goat anti-mouse IgG and substrate. 

Results are expressed in arbitrary units as optical density measured at 492 nm. (B) 

Activation of ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas. A representative 

ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridoma (clone 2G10δ) was incubated with 

AAPCDR1 (10:1 ratio) and ADAMTS13-derived peptides as listed in Table 1. 

Stimulation indexes represent the ratio of IL-2 secreted by the T-cells measured by 

ELISA upon incubation with ADAMTS13 peptides over IL-2 secreted in the absence 

of peptide. Means±SD are from two independent experiments. (C) Delineation of the 

core peptide for ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas. A representative 

ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridoma (clone 2G10δ) was incubated with 

AAPCDR1 and overlapping 15-mer peptides spanning the 1235-1256 peptide 

sequence. Stimulation indexes were assessed as explained above.  

 

Figure 2. The ADAMTS131239-1253 peptide is an immunodominant T-cell epitope 

both for Sure-L1 mice as well as for a patient with TTP. (A) Stimulation by 

ADAMTS13-derived peptides of spleen and lymph node cells from Sure-L1 mice 

immunized with rhADAMTS13. Cells (3.105 /well) were incubated with each individual 

peptide (10 µg.mL−1), with the pool of peptides (Peptide mix) or with rhADAMTS13. 

Proliferation was assessed by incorporation of tritiated thymidine. Proliferation 

indexes are defined as the ratio of cpm of stimulated cells versus cpm of control cells, 

and are expressed as means±SD for two Sure-L1 mice. (B) The ADAMTS131239-1253 

peptide is processed and presented to T-cells by human APCs. A representative 

ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridoma (clone 1F5γ) was incubated with 

immature dendritic cells from a healthy HLA-DR1+ blood donor and with the 

ADAMTS131239-1253 peptide, with rhADAMTS13 or with the ADAMTS13111-125 peptide. 

Stimulation indexes represent the ratio of secretion of IL-2 by T-cells stimulated in the 

presence of antigen versus the secretion of IL-2 by T-cells incubated with Mo-DCs 

alone. Means±SD are from two independent experiments. Similar results were 

obtained with other ADAMTS13-CD4+ T-cell hybridoma clones (not shown). The 

peptide incubated alone or with DR15-positive artificial antigen presenting cells failed 

to activate the T cells (not shown). (C) ADAMTS13 epitope specificity of CD4+ T-cell 

lines from a patient with acquired TTP. CD4+ T-cell lines were generated after 

stimulation with pooled ADAMTS13-derived peptides as defined in Table 1. T-cells 

(3.105 /well) were then incubated with AAPCDR1 (3.104 cells/well) alone or pulsed with 

individual peptide (10 μg.mL-1), or with the peptide pool (Peptide mix). The number of 
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cells producing IFN-γ was then assessed by ELISPOT and is expressed as mean 

number of spot forming cells (SFC) per million cells calculated in the case of peptide-

stimulated T-cells minus the SFC obtained in the case of un-stimulated cells. 

Means±SD are from two independent experiments. *The 111-125 ADAMTS13-

derived peptide that did not bind to HLA-DRB1*01:01 was used as a negative control. 

**The 1325-1339 ADAMTS13 derived peptide was evaluated despite a low binding 

for HLA DR1 molecule because it contains the core sequence 1328FINVAPHAR1336 

that was found located into HLA-DR1 molecule by Sorvillo et al. 

 

Figure 3. The ADAMTS131239-1253 peptide is an immunodominant T-cell epitope 

for HLA-DRB1*11 individuals. CD4+ T-cell lines from HLA-DRB1*11 TTP patients 

at (A) acute phase or (B) in remission phase of the disease, respectively, or from (C) 

a HLA-DRB1*11 healthy donor, were stimulated with the ADAMTS13-derived 

peptides identified as immuno-dominant for HLA-DRB1*01. T cells (3.105 cells/well) 

were incubated with AAPCDR11 (3.104 cells/well) alone or pulsed with individual 

peptide (10 μg.mL-1), or with the peptide pool (Peptide mix). The number of cells 

producing IFN-γ was then assessed by ELISPOT and is expressed as mean number 

of spot forming cells (SFC) per million cells calculated in the case of peptide-

stimulated T-cells minus the SFC obtained in the case of un-stimulated cells. *The 

111-125 ADAMTS13-derived peptide is used as a negative control, without 

detectable binding to HLA-DRB1*11:01 (data not shown).
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B. Résultats complémentaires, non publiés 

 

1) Analyse IEDB pour l’allèle HLA DRB1*11:01 

 

Dans un second travail, j’ai entrepris selon la même méthodologie que décrite précédemment 

(analyse in silico et analyse in vitro biochimique), l’identification des peptides dérivés d’A13 

ayant une forte affinité pour l’allèle HLA DRB1*11:01. Au total, 341 peptides de 15 acides 

aminés présentent un score prédictif d’affinité significatif (≤ 10) selon l’analyse IEDB avec la 

méthode « consensus », correspondant à 48 séquences « core » de 9 acides aminés. Les 

peptides de 15 acides aminés contenant chacun, une de ces séquences « core » flanquée de 3 

acides aminés à l’extrémité C-terminale et 3 acides aminés en N terminal, ont été testés par 

ELISA compétitifs pour leur affinité avec les molécules solubles HLA DRB1*11:01. Vingt 

peptides ont montré une affinité significative avec des concentrations allant de 4,2 nM jusqu’à 

648,1 nM, dont 6 peptides avec une affinité supérieure au peptide de référence HA306-318 

(PKYVKQNTLKLAT, CI50= 37.42 nM). Les résultats sont présentés dans le Tableau 5.  

Vingt-huit peptides possèdent une faible affinité (CI50 20 fois plus grande que celle du peptide 

de référence), voire une absence de fixation détectable pour les molécules HLA DRB1*11:01 

malgré un bon score prédictif d’affinité selon IEDB. 
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Peptides 

d’ADAMTS13 
Domaine Séquence# 

CI50 

(nM) † 

Score 

prédictif 

d’affinité‡ 

1 881-895 TSR 5 PSPWGSIRTGAQAAH 4,2 6,64 

2 589-603 Cys-Rich RPLFTHLAVRIGGRY 5,2 0,78 

3 600-614 Cys-Rich GGRYVVAGKMSISPN 5,7 0,12 

4 581-595 Cys-Rich TSVYIANHRPLFTHL 20,5 1,06 

5 1355-1369 CUB2 ASYILIRDTHSLRTT 24,5 3,08 

6 1242-1256 CUB1 LLLWGRLTWRKMCRK 31,6 1,2 

7 1247-1261 CUB1 RLTWRKMCRKLLDMT 44,7 0,08 

8 121-135 Metalloprotease GAQFRVHLVKMVILT 100,0 1,32 

9 683-697 Spacer RQAWVWAAVRGPCSV 134,2 2,87 

10 371-385 Desintegrin CRSLVELTPIAAVHG 164,3 1,78 

11 1325-1339 CUB2 CRLFINVAPHARIAI 200,0 3,69 

12 111-125 Metalloprotease GAELLRDPSLGAQFR 227 7,04 

13 172-186 Metalloprotease ADLVLYITRFDLELP 346,4 3,42 

14 594-608 Cys-Rich HLAVRIGGRYVVAGK 364,7 4,7 

15 100-114 Metalloprotease TERYVLTNLNIGAEL 424,3 5,43 

16 1392-1406 CUB2 EGFLKAQASLRGQYW 500,0 8,05 

17 465-479 TSR 1 ASFYHWGAAVPHSQG 547,7 9,89 

18 264-278 Desintegrin PCSRRQLLSLLSAGR 600,0 2,15 

19 1239-1253 CUB1 GDMLLLWGRLTWRKM 600,0 1,2 

20 189-203 Metalloprotease NRQVRGVTQLGGACS 648,1 5,81 

21* 1277-1291 CUB1 RPGGGVLLRYGSQLA >100000 4,09 

 

Tableau 5 : Peptides dérivés d’ADAMTS13 de forte affinité pour les molécules HLA 

DRB1*11:01.  

†Les peptides dérivés d’A13 sont classés sur la base des CI50 mesurées et comparées avec le peptide de référence 

HA306-318 (PKYVKQNTLKLAT, CI50= 37.42 nM). Les CI50 sont indiquées en nM. Une plus faible valeur d’CI50 

indique une plus forte affinité, le seuil de significativité a été fixé pour une affinité relative (quotient CI50 du 

peptide testé sur CI50 du peptide de référence) inférieure à 20.  
‡Les scores prédictifs d’affinité ont été calculés par IEDB, correspondant à la probabilité que le peptide étudié 

soit de forte affinité avec les molécules HLA DRB1*11:01. Plus le score est faible, plus la probabilité de fixation 

sera importante, le seuil de significativité a été fixé pour un score prédictif ≤ 10 (soit une probabilité de fixation 

≥ 90%). 
#Les séquences « core » de 9 acides aminés correspondant à la partie de peptide localisée au sein de la poche de 

fixation des molécules HLA sont soulignées pour chaque peptide, les résidus d’ancrage sont indiqués en gras. 

*Ce peptide dérivé d’A13, utilisé comme contrôle négatif pour les expériences de stimulation, a été sélectionné 

pour son absence de fixation détectable pour les molécules HLA DRB1*11:01 malgré un score prédictif de 

fixation élevé. 
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2) Tests de stimulation de lignées lymphocytaires T CD4+ DR11  

 

A partir de cette liste de peptides, selon la même méthodologie que décrite précédemment (cf 

Figure 3 - article 1), 4 lignées lymphocytaires T CD4+ ont été obtenues après 32 jours de 

culture (stimulation initiale avec les 19 peptides selon le protocole acDC (accelerated co-

cultured Dentritic Cells (218)) puis sélection à J10 des cellules sécrétrices d’Interféron 

gamma (IFN-γ) puis 3 semaines d’amplification par stimulation non spécifique). Les cellules 

mononucléées du sang circulant (PBMCs) utilisées proviennent tous d’individus porteur de 

l’allèle HLA DRB1*11 : il s’agit des 2 mêmes patients atteints de PTT acquis que dans 

l’article 1 (1 à la phase aigüe de la pathologie, l’autre en rémission) et de 2 donneurs sains (1 

identique à celui de l’article 1). Toutes les lignées ont sécrété de l’IFN-γ, mis en évidence par 

ELISPOST, après incubation avec le mélange de 21 peptides, présentés par des MoDCs de 

donneurs sains DR11 (données non montrées). Par la suite, chaque peptide, chargé au sein de 

cellules présentatrices d’antigène artificielles (CPAA) DR11, a été évalué pour sa capacité à 

induire une sécrétion d’IFN-γ par les lignées lymphocytaires T CD4+. Les résultats sont 

présentés dans la figure 7. Neuf peptides ont entrainé au moins 1 fois une sécrétion 

significative d’IFN-γ, supérieure à 100 cellules formant des spots/106 cellules. Les lignées ont 

répondu en moyenne à environ 3 peptides, seul le peptide 1239 a induit une sécrétion 

significative pour plusieurs lignées (n=3).  
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Figure 7 : Plusieurs peptides dérivés d’A13 sont des épitopes T pour des individus HLA-

DRB1*11. 

Des lignées cellulaires de patients HLA DRB1*11 atteints de PTT acquis à la phase aigüe (A) et en rémission 

(B) ou de 2 donneurs sains HLA DRB1*11 (C et D) ont été stimulées avec les peptides dérivés d’A13 identifiés 

comme ayant une forte affinité pour les molécules HLA-DRB1*11:01. Les lymphocytes T (3.105 cellules/puit) 

étaient incubés avec des cellules présentatrices d’antigène artificielles DR11 (3.104 cellules/puit), seules ou 

chargées avec chaque peptide (10 μg.mL-1) ou avec l’ensemble des peptides mélangés (concentration finale 

10 μg.mL-1). Le nombre de cellules produisant de l’IFN-γ était alors évalué par ELISPOT et est exprimé en 

nombre moyen de cellules formant des spots (CFS) par million de cellules. Pour les lymphocytes stimulés par un 

peptide, le nombre de CFS retenu est le nombre de CFS observé soustrait par le nombre de CFS observé, chez 

les lymphocytes non stimulés. Un nombre de CFS est jugé comme significatif lorsqu’il est supérieur à 100 

CFS/106 cellules. 

*Ce peptide dérivé d’A13 est utilisé comme contrôle négatif pour son absence de fixation détectable pour les 

molécules HLA DRB1*11:01. 
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IV – DISCUSSION 
 

 

Les résultats de ce travail ont été obtenus par l’utilisation d’une méthode complexe, originale, 

qui possède de nombreux atouts mais aussi certaines limites ; ils ont permis d’acquérir des 

outils permettant de mieux caractériser ADAMTS13 (A13) et d’explorer la physiopathologie 

du PTT acquis, ouvrant de nombreux champs d’investigations aux multiples applications. Ils 

soulignent le fait que le PTT est une maladie auto-immune spécifique d’antigène unique mais 

qui possède de nombreuses homologies avec d’autres pathologies répondant aux mêmes 

problématiques. 

 

A. Méthode d’identification des épitopes T  

 

1) Rappels d’immunologie générale 

 

Lors d’une réponse immunitaire chez l’Homme, une protéine endogène ou exogène, 

dénommée antigène, est initialement phagocytée, souvent après reconnaissance par un 

récepteur de surface cellulaire. Elle est ensuite apprêtée, avec une digestion par divers 

processus enzymatiques intracellulaires aboutissant à la formation de peptides d’une taille 

limitée, qui sont alors couplés à des molécules HLA de classe I ou II. La nature des molécules 

HLA est déterminée génétiquement pour un individu avec différentes combinaisons d’allèles 

conférant de la diversité mais il existe une certaine homogénéité concernant la structure et la 

séquence d’une même molécule (ex : HLA DRB1*11:01) entre individus.  

Les peptides sont alors présentés via ces molécules et reconnus par le récepteur TcR couplé à 

une molécule CD4 ou CD8 d’un lymphocyte T (Figure 8), entrainant une cascade de signaux 
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et d’activation cellulaires aboutissant à l’élimination de l’antigène, soit par une réponse 

cytotoxique et/ou soit par la synthèse d’anticorps spécifiques. L’épitope T correspond à la 

partie de l’antigène reconnue par le TcR pour un allèle HLA donné, il s’agit donc d’une des 

premières étapes de la réponse immunitaire dirigée contre l’antigène.  

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Reconnaissance de l’antigène par le TcR. 

Le TcR des lymphocytes T reconnaît un antigène tel que la protéine ADAMTS13, sous la forme de peptide, 

présenté par les molécules HLA. La captation de l’antigène, sa dégradation et son apprêtement (processing) 

s’effectue dans les cellules présentatrices d’antigène 

 

Les peptides associés aux molécules HLA de classe I ont une taille limitée, en raison de la 

poche fermée dans laquelle ils sont localisés, ils mesurent entre 8 et 10 acides aminés (Figure 

9A). La poche de fixation des molécules HLA de classe II permet de contenir 9 acides 

aminés, mais sa configuration ouverte aux extrémités permet de retrouver des peptides 

mesurant entre 11 et 20 acides aminés (Figure 9B). Dans la cavité formée par les chaines α et 

β des molécules HLA de classe II, des liaisons de faible intensité, de type liaisons hydrogène, 

sont formées avec les acides aminés du peptide antigénique, au niveau de résidus 

d’« ancrage », localisés en position 1, 4, 6 et 9 du peptide. 

 

TCR 

HLA 
Lymphocyte T 

Cellule présentatrice 

ADAMTS13 

CoStimulation 
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Figure 9 : Comparaison des poches des sillons des molécules HLA de classe I et de classe II 

assurant l’encrage des peptides antigéniques présentés aux lymphocytes. 

Partie A : Dans les molécules HLA de classe I, les extrémités sont fermées et les peptides sont de taille limitée.  

Partie B : Dans les molécules HLA de classe I, les extrémités sont libres et la taille des peptides peut aller 

jusqu’à 20 acides aminés. Source : (219) 

 

L’identification des épitopes T d’un antigène est une problématique d’immunologie qui a été 

abordée dès les années 70 (220). Dans les années 80, les techniques d’identification des 

épitopes T se sont développées en parallèle des connaissances acquises autour des molécules 

HLA (221–223). Ainsi, il a été possible au début des années 90, de déterminer la nature des 

peptides présentés aux lymphocytes T CD8+ via les molécules HLA de classe I (224) puis 

rapidement pour les lymphocytes T CD4+ via les molécules HLA de classe II (225).  

Plusieurs méthodes d’analyse sont possibles, en fonction de l’antigène étudié et du but des 

recherches envisagées, mais un des principes communs de ces méthodes consiste à reproduire 

l’effet immunologique obtenu avec la protéine complète, par un fragment peptidique de cet 

antigène. Il faut également distinguer parmi les épitopes dominants : ceux qui induisent une 

réponse chez le maximum d’individus pour un allèle HLA donné, de ceux qui induisent une 

réponse pour le maximum d’allèles HLA (épitopes partagés ou « promiscuous » (226)). Ces 2 

caractéristiques des épitopes sont parfois réunies pour le même peptide, parfois distinctes 

selon l’antigène et la pathologie considérée. Quelle que soit la méthode d’analyse utilisée, 
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elles sont basées sur un postulat de départ suggérant que les peptides dérivés de l’antigène 

doivent posséder une forte affinité avec les molécules HLA. Cette affinité leur permet de 

demeurer de façon stable dans les poches de fixation et d’être présentés de façon satisfaisante 

pour être reconnus par les lymphocytes T spécifiques. Dans un précédent travail, nous avons 

démontré pour des peptides dérivés du Facteur VIII (avec mutations faux-sens responsables 

d’hémophilie A), que les fortes affinités pour des molécules HLA de classe II, prédites in 

silico, étaient corrélées avec la survenue d’anticorps dirigés contre le Facteur VIII ((227), 

annexe 3). Ces résultats soutiennent la validité de ce postulat de départ. 

 

2) Rappels et précisions concernant l’approche utilisée dans ce travail 

 

Mon approche a comporté 3 étapes :  

- La première, in silico, a consisté à sélectionner à l’aide du logiciel en ligne « Immune 

Epitope Database (IEDB) Resource Analysis » disponible sur internet 

(www.immuneepitope.org), des peptides candidats, susceptibles d’être présentés par les 

molécules HLA DRB1 (DRB1*1:01 et DRB1*11:01) (228). Pour cela, la séquence 

d’ADAMTS 13 humaine (en excluant a posteriori le peptide signal et le propeptide) est 

découpée en peptides chevauchants (séparés d’un acide aminé) d’une longueur de 15 acides 

aminés. Il est alors calculé pour chacun, un score prédictif correspondant à la probabilité de se 

fixer à la molécule HLA testée, représentant ainsi un score d’affinité pour chaque peptide. J’ai 

étudié, pour les allèles HLA DRB1*1:01 et DRB1*11:01, les peptides ayant un score prédictif 

≤ 10 (soit une probabilité de fixation ≥ 90%) avec la méthode recommandée par IEDB (« 

Consensus »). Cette méthode de prédiction utilise un algorithme basé sur plusieurs méthodes 

de calculs (229). En utilisant ce seuil, une première liste de peptides était obtenue avec de 

nombreux peptides voisins, regroupés en séries, ayant des scores similaires. Mais l’analyse 
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des résultats pour chaque méthode de calcul (« SMM alignement, NM alignement, 

Sturniolo ») révèle que pour chaque série de peptide, il existe un cœur (« core »), constitué de 

9 acides aminés (ou 9 mer), responsable de l’obtention du bon score de fixation. Cette 

séquence « core » correspond à la partie du peptide ancrée au sein de la poche des molécules 

HLA-DR. Aussi, seuls les peptides de 15 acides aminés ayant une séquence « core » localisée 

parfaitement en leur centre, soit encadrée par 3 acides aminés en N-terminal et 3 acides 

aminés en C-terminal, étaient finalement retenus dans mon approche. Ce mode de sélection a 

permis de limiter fortement le nombre de peptides à tester, avec pour l’allèle HLA 

DRB1*01:01, l’obtention d’une liste de 15 peptides (après exclusion de 2 peptides localisés 

dans le prodomaine d’A13) avec des séquences « core » de 9 mer uniques, contre initialement 

une liste de 99 peptides prédits comme ayant une forte affinité (score ≤ 10). Aussi, je n’ai pas 

tenu compte du score obtenu entre les différents HLA dans la sélection des peptides.  

- La deuxième étape est une validation biochimique in vitro des peptides, synthétisés 

avec une pureté de 80%. En collaboration avec le Dr B. Maillère, des tests ELISAs 

compétitifs (« HLA Binding ») mesurant la capacité des peptides à fixer différentes molécules 

HLA-DR étaient réalisés. Dans ces expériences utilisant un automate, la capacité de chaque 

peptide à déplacer la fixation d’un peptide de référence biotinylé, spécifique de la molécule 

HLA d’intérêt, est mesurée de manière concentration-dépendante. Les peptides de référence 

sont des peptides issus d’agents infectieux qui diffèrent entre eux selon l’allèle de la molécule 

HLA considérée (ex : peptide issu de l’hémagglutinine (HA) du virus de la grippe pour HLA 

DRB1*01:01). Après incubation et neutralisation, la quantité de peptide biotinylé et fixé aux 

molécules HLA, peut être mesurée par fluorométrie après réaction avec un conjuqué 

streptavidine-alcaline phosphatase. La concentration conduisant à un déplacement de 50% du 

peptide de référence indique l’affinité du peptide testé (CI50). Un score d’affinité (ratio de la 

concentration mesurée pour chaque peptide candidat sur la concentration obtenue avec le 
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peptide de référence) était alors calculé et les peptides étaient considérés comme fortement 

affins lorsque ce score d’affinité relative était inférieur à 20. 

- La troisième étape est une validation in vitro et ex vivo de la reconnaissance des peptides 

issus d’A13 par des lymphocytes T CD4+.  

* Tout d’abord, en collaboration avec le Dr Yu-Chun Lone (INSERM U1014, Villejuif), un 

modèle murin, nommé « SureL1 », transgénique, invalidé pour le CMH murin de classe I et II 

(IAβ-/-, β2m-/-) et humanisé pour l’HLA A2.1 et DRB1*01:01 (230), a été immunisé avec de 

l’A13 humaine recombinante (forme pré-commerciale, fournie par Baxter®). Pour cela, une 

injection sous-cutanée de 150 µg d’A13 recombinante en émulsion avec de l’adjuvant 

complet de Freund était réalisée suivie 15 jours plus tard, d’une deuxième injection sous-

cutanée de 150 µg d’A13 en émulsion avec de l’adjuvant incomplet de Freund. Les souris 

transgéniques sont reconnues comme étant de bons reflets de la physiopathologie humaine, 

pour la caractérisation des épitopes T dérivés d’agents pathogènes ou de protéines 

thérapeutiques (231). Dans une première approche, des tests de prolifération mesuraient 

l’incorporation de thymidine tritiée radioactive d’une population cellulaire polyclonale de 

splénocytes et des cellules des ganglions lymphatiques drainant, en contact avec les différents 

peptides caractérisés précédemment ou avec un agent activateur non spécifique : la 

concanavaline A (témoin positif). En cas de reconnaissance d’un des peptides, d’avantage de 

cellules prolifèrent et incorporent la thymidine tritiée ; la mesure de la radioactivité émise par 

la culture cellulaire permet de calculer des index de prolifération (radioactivité obtenue pour 

un peptide / radioactivité obtenu avec le véhicule (témoin négatif)). Les peptides permettant 

d’obtenir, en duplicat, un index > 3 étaient considérés comme reconnus par les lymphocytes T 

CD4+ murins.  

* Par la suite, à partir d’autres souris « SureL1 » immunisées, des hybridomes T étaient 

obtenus après fusion avec un partenaire de fusion (lignée cellulaire lymphoïde BWZ36, 
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n’exprimant pas de TcR, ni l'enzyme Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase) en 

présence de polyéthylène glycol (PEG). Après culture en milieux sélectifs avec présence 

d’hypoxanthine–aminoptérine–thymidine (HAT) puis d’hypoxanthine– thymidine (HT), 99 

lignées d’hybridomes T ont été générées.  

Ils ont ensuite été sélectionnés pour leur spécificité envers A13, à l’aide de tests de 

stimulation avec la protéine complète recombinante humaine, identique à celle injectée 

préalablement chez les souris. Pour cela, des tests de stimulation étaient entrepris, consistant à 

incuber en triplicat, un antigène (A13, témoins positif et négatif) avec une quantité fixe 

d’hybridomes T et une quantité fixe de splénocytes (ratio 10 :1) issus de souris « SureL1 » et 

inactivés par de la mitomycine C. Lorsque l’hybridome T reconnait, via son TcR, sa cible 

antigénique, représentée par la molécule HLA DR1 chargée avec un peptide dérivant de la 

protéine A13, il est activé et produit de l’Interleukine 2 (IL2), qui est détectée par test ELISA, 

dans les surnageants de culture.  

Après obtention d’hybridomes T spécifiques d’A13, les peptides étaient testés à leur tour, 

individuellement pour différentes lignées d’hybridomes (n=6). Cette fois, les splénocytes 

étaient remplacés par des cellules présentatrices d’antigène artificielles HLA DRB1*01:01 

(ratio 10 :1), chargées avec les différents peptides d’intérêt. Les taux d’IL2 produite sont 

comparés entre chaque peptide, avec le véhicule (témoin négatif) et avec la concanavaline A 

(témoin positif). Des index de stimulation (taux d’IL2 peptide / taux d’IL2 du témoin négatif) 

étaient calculés et les peptides permettant d’obtenir un index > 3 étaient considérés comme 

reconnus par l’hybridome spécifique d’A13 testé. Différents sous-clones étaient alors 

sélectionnés par dilution limite et des tests de stimulation supplémentaires avec des variations 

de séquences des peptides retenus ont permis de préciser avec exactitude la séquence « core » 

du peptide reconnu par l’hybridome T. Dans des expériences supplémentaires, des MoDCs, 

issues de donneurs sains HLA DRB1*01:01, incubées avec la protéine A13 humaine 
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recombinante entrainaient également l’activation des hybridomes T spécifiques. Cet ensemble 

d’expériences permet de vérifier que le peptide est bien obtenu et présenté par des cellules 

présentatrices d’antigène humaines, après internalisation, digestion et apprêtement de la 

protéine complète A13.  

* Enfin, les peptides issus d’A13 étaient testés avec des lymphocytes T CD4+ de donneurs 

sains et de patients atteints de PTT, d’HLA-DR1 et DR11. Différents protocoles de 

stimulation ont été essayés, nécessitant des étapes d’amplification préalables des PBMCs, y 

compris chez les patients. Des lignées cellulaires de lymphocytes T CD4+ ont été obtenues 

après 2 cycles de stimulation (protocole acDC puis stimulation par MoDCs chargées à J10), 

sélectionnées sur leur capacité à sécréter de l’IFN-γ en contact d’un mélange de peptides 

candidats. Après une dernière étape d’amplification (= prolifération non spécifique après 

stimulation par IL2, Interleukine 4 (IL4), Ac anti-CD3 et cellules nourricières allogéniques 

irradiées), les lignées obtenues étaient évaluées par des tests ELISPOT de détection d’IFN-γ. 

La capacité à induire la sécrétion d’IFN-γ chez les lignées cellulaires obtenues était 

déterminée pour chaque peptide individuellement, présentés par des cellules présentatrices 

d’antigènes artificielles HLA DR1 ou DR11 (ratio 10 :1). Un peptide était considéré comme 

reconnu par les lymphocytes T CD4+ en cas de sécrétion significative d’IFN-γ, soit un 

nombre de spot produits (CFS), rapportés pour 106 lymphocytes, supérieur au double du 

nombre de spots obtenus avec le témoin négatif et avec un minimum de 100 CFS/106 cellules 

en valeur absolue. De nouveaux tests ELISPOT de confirmation étaient alors effectués pour 

les peptides positifs, chargés et présentés cette fois par des MoDCs irradiées provenant d’un 

donneur sain HLA DRB1*01:01/03:01 ou HLA DRB1*11:01/15:01.  

 

3) Forces et limites de la méthode utilisée 
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Afin de déterminer l’épitope T d’un antigène protéique, il suffit de tester tous les peptides 

chevauchants (décalés par 1 acide aminé) couvrant l’ensemble de la séquence de cette 

protéine, pour leur capacité à induire une stimulation des lymphocytes T spécifiques de cet 

antigène pour un allèle HLA donné. Cependant, en fonction de la longueur de l’antigène 

étudié et du budget consacré, une étape préalable de sélection des peptides candidats à tester, 

peut être envisagée. Certains auteurs ont exclu certains peptides en utilisant un décalage de 

quelques acides aminés (jusqu’à 10 acides aminés, entre 3 et 5 généralement) entre chaque 

peptide, au risque de ne pas tester le répertoire complet de peptides. Afin de réduire ce risque, 

il est possible de prédire informatiquement, in silico, les peptides susceptibles d’être reconnus 

par les lymphocytes T spécifiques de l’antigène. 

 

1. Etape In silico 

 

Différents algorithmes de prédiction des peptides ont été développés et sont disponibles via 

internet, parfois via des logiciels payants. Ils sont basés principalement sur le même postulat 

de départ suggérant que les peptides dérivés d’un antigène doivent être exprimés de façon 

stable au sein des molécules HLA pour être présentés et reconnus de manière satisfaisante par 

les lymphocytes T. Ainsi, ces peptides devraient posséder une forte affinité avec les molécules 

HLA. Ces algorithmes fournissent pour chaque peptide, un résultat de prédiction d’affinité 

pour un allèle HLA donné. La séquence des molécules HLA est connue et génétiquement 

déterminée, sa composition modifie les interactions entre le peptide et la molécule HLA, ce 

qui explique les variations d’affinité pour un même peptide entre les différents allèles HLA.  

J’ai utilisé l’outil en ligne IEDB car il présente plusieurs avantages (pour revue : (219,232)) : 

il est gratuit et combine plusieurs algorithmes de prédiction pour un large nombre d’allèles 

HLA. A partir de la composition en acide aminé des peptides et de leurs propriétés 
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biochimiques (forces électrostatiques, propriétés acido-basiques, encombrement stérique), le 

logiciel établit un score prédictif d’affinité avec la molécule HLA testée. Cet outil a été validé 

pour un grand nombre d’antigène, dont des protéines plasmatiques humaines, par des 

expériences in vitro et in vivo testant les affinités peptides / molécules HLA. Ces données 

biologiques sont répertoriées sur le site et permettent d’implémenter les résultats calculés. 

Cependant, contrairement à d’autres algorithmes, le logiciel d’IEDB ne prend pas en compte 

les affinités avec les enzymes de digestion connues pour l’apprêtement des peptides avec les 

molécules HLA, néanmoins l’influence de ce paramètre reste indéterminée et discutée. 

L’intérêt de l’utilisation d’une étape in silico préalable aux analyses biologiques est 

principalement économique : il permet de limiter le nombre de peptide à tester, en particulier 

pour l’identification d’épitope de longues protéines, telles qu’A13 ou le Facteur VIII. Cette 

économie d’argent (en réactifs) et de temps passé (pour les expériences de laboratoires) doit 

être mis en balance avec l’efficacité de la méthode utilisée et le risque de rater certains 

peptides non sélectionnés par l’algorithme. Dans les étapes préliminaires de ces travaux, j’ai 

validé cette approche de prédiction par l’étude des peptides issus du Facteur VIII en 

comparaison avec les données expérimentales d’un travail de recherche publié par Steinitz et 

al. (231). Un excellent niveau de concordance a été obtenu avec une courbe de 

sensibilité/spécificité (courbe ROC) dont l’aire sous la courbe est de 0,90. En particulier, tous 

les peptides retrouvés expérimentalement comme étant immunodominants, étaient prédits par 

notre exploitation du logiciel IEDB (non publié, Annexe 4). La valeur prédictive positive 

n’est cependant pas parfaite et les prédictions in silico peuvent être surestimées avec le risque 

de sélectionner des peptides qui n’activent pas les lymphocytes T (233).  

Dans le cadre du PTT acquis, en raison de l’existence d’une restriction HLA forte pour l’HLA 

DR11, il semble licite de se limiter à cet HLA pour la détermination des épitopes T 

d’ADAMTS13. Cependant, les allèles HLA DQB1*03 et DQB1*02 :02 ont également été 
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retrouvés plus fréquemment associés chez les patients atteints de PTT acquis tandis que 

l’HLA DR4 serait protecteur (211–213). Je me suis focalisé sur les HLA DR1 et DR11, 

principalement en raison de contraintes budgétaires et techniques (modèle murin HLA DR1), 

mais l’HLA DR1 est fréquemment retrouvé en France avec 15 à 30% des caucasiens (234) et 

une prévalence assez élevée, estimée à 18% chez les patients (211).  

Aussi, je n’ai pas sélectionné les peptides pour leur capacité d’affinité d’un maximum d’allèle 

HLA (« promiscuity »). L’objectif d’identifier un épitope partagé (« promiscuous »), commun 

à plusieurs HLA, répond à une autre problématique (par exemple : tester l’immunogénicité de 

la protéine recombinante thérapeutique), qui n’était pas le but poursuivi ici. Cependant, en 

utilisant l’outil de prédiction d’IEDB, on peut voir que le peptide 1239-1253 possède une 

bonne affinité pour plusieurs HLA DR (Tableau 2 Article 1). On retiendra également que le 

peptide FINVAPHAR retrouvé par le groupe de Voorberg est contenu dans la séquence du 

peptide 1325-1339 (CRLFINVAPHARIAI), présent dans la liste de peptides prédits comme 

de forte affinité pour les molécules HLA DR1 et DR11 avec des scores prédictifs d’affinité de 

1,99 et 3.69 respectivement (Tableau 1 Article 1 et Tableau 5). Ces résultats renforcent la 

validité de notre approche. 

 

2. Validation biochimique in vitro des peptides par test ELISA compétitifs  

 

L’objectif de cette étape est de restreindre d’avantage la liste de peptides candidats, en ne 

retenant que les peptides ayant une fixation significative avec les molécules HLA testées. 

Réalisée au sein du laboratoire du Dr B. Maillère (CEA, Saclay), la méthode utilisée ici est 

robuste, automatisée et bénéficie d’une longue expérience avec de nombreuses publications 

dans le domaine pour déterminer l’immunogénicité de divers composants protéiques 

(235,236). Les peptides de référence utilisés pour déterminer le seuil de fixation, sont des 
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peptides dérivant d’antigène viral (grippe), ils ont été sélectionnés pour leur capacité à 

discriminer des niveaux de fixation significative à des concentrations précises. Toutes les 

expériences sont réalisées en triplicat, avec une faible variation inter-expérience des résultats. 

J’ai considéré que les affinités relatives étaient significatives si les ratios de CI50 entre le 

peptide testé et le peptide de référence (HA306-318 pour HLA DR1 et DR11) étaient inférieurs à 

20. La détermination de ce seuil de significativité est empirique, basée sur de précédentes 

expériences de l’équipe de B. Maillère, soulignant l’importance de l’expertise dans ce type 

d’expérimentation. 

La synthèse des peptides utilisés a été externalisée auprès de l’entreprise chinoise GL 

Biochem®, sélectionnée pour ses bas-coûts et la rapidité d’exécution des commandes. Ils ont 

été synthétisés à un degré de pureté de 80% et sont fournis en poudre, avec un certificat 

d’analyse spectrométrique permettant de vérifier la qualité du peptide obtenu. Chaque peptide 

a été minutieusement resolubilisé à 4°C dans l’eau + DMSO (10%), sous hotte à flux 

laminaire PSM II, à la concentration mère de 1 mmol/L. De multiples aliquots à 10 µmol/L 

ont été conservés à -80°C. Le peptide 1239 a également été synthétisé par un autre fournisseur 

européen, avec un degré de pureté de 95% et les différentes expériences ont été 

recommencées avec ce peptide, afin de s’assurer de l’absence de contamination des 

échantillons et de faux résultat positif. L’ensemble de ces précautions méthodologiques assure 

une bonne validité technique de nos résultats. 

Au total, pour sélectionner des peptides candidats d’A13, j’ai privilégié cette méthodologie 

principalement en raison de son plus faible coût, tout en essayant de réduire au maximum les 

erreurs techniques (expériences en triplicat, 2 fournisseurs de peptide, coopération avec un 

groupe expert dans le domaine) et tactiques (validation pour le Facteur VIII). Néanmoins, 

l’approche utilisée par le groupe de Voorberg (cf. chapitre D.5 Introduction) consistant en une 

analyse par spectrométrie de masse est théoriquement plus proche de la réalité biologique 
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(233). Elle permettrait d’obtenir une plus grande exhaustivité concernant l’identification des 

peptides, ou tout du moins, de ne retenir que les principaux peptides impliqués, sous réserve 

d’une puissance suffisante avec l’analyse d’un nombre minimum de donneur de cellules HLA. 

Néanmoins, quelle que soit la méthode employée, une étape supplémentaire, biologique in 

vitro et in vivo de stimulation des lymphocytes T CD4+ est nécessaire afin de valider les 

peptides candidats.  

  

3. Validation ex vivo et in vivo des peptides 

 

* Modèle murin et hybridomes 

L’utilisation du modèle murin « SureL1 » transgénique pour la molécule HLA DR1 a été 

motivé par l’indisponibilité d’une souche transgénique HLA DR11, pourtant utilisée de façon 

satisfaisante dans des expériences d’épitope mapping (237). La souche « Sure L1 », 

développée par le Dr Yu-Chun Lone (Institut Pasteur, Paris) avait déjà été utilisée au 

laboratoire pour des expériences d’immunisation contre le Facteur VIII, également pour le 

développement d’hybridomes T ((238), annexe 5). 

Après administration sous-cutanée d’A13 recombinante humaine, les souris ont développé 

une réaction allo-immune dirigée contre A13, telle que démontrée par la présence d’un 

anticorps murin, avec une réponse dose-dépendante, identifié par un test ELISA commercial. 

Un test de prolifération des splénocytes et des cellules présentes dans les ganglions 

lymphatiques drainant de 2 souris immunisées, a mis en évidence une réponse de ces cellules 

contre certains peptides. Nous avons choisi un test d’incorporation à la thymidine tritiée 

radioactive, car il permet l’analyse simultanée d’un grand nombre d’échantillons, en triplicat. 

C’est un test robuste, dont la réalisation complexe est bien maitrisée dans le laboratoire, avec 

une bonne reproductibilité des résultats, mais qui peut manquer de sensibilité et qui ne permet 
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pas d’identifier ou de caractériser les cellules ayant proliféré, celles-ci étant éliminées lors de 

la réalisation du test. Ainsi, tous les peptides synthétisés (n= 17) ont été testés 

individuellement, y compris les peptides qui n’avaient pas obtenu un score d’affinité 

satisfaisant lors des tests HLA Binding. Les résultats ont montré une prolifération 

significative en présence de 2 peptides dérivés d’A13, la protéine complète a entrainé une 

prolifération mais restant néanmoins sous le seuil de significativité. Un ratio de 2 comme seuil 

de significativité a été choisi, empiriquement, ce qui est habituellement utilisé afin d’obtenir 

une bonne spécificité et sensibilité dans notre expérience. Les 2 peptides identifiés ici (1239-

1253 et 1355-1369) avaient obtenu, lors des tests HLA binding, un score d’affinité 

significativement supérieur à celui du peptide de référence. Ces résultats permettent de valider 

notre méthode de sélection des peptides avec la mise en évidence de plusieurs peptides 

candidats. De plus, le peptide 1239-1253 est reconnu par les lymphocytes T CD4+ murins des 

souris transgéniques HLA DR1.  

Dans un deuxième temps, suivant la même procédure d’immunisation, j’ai réalisé des 

hybridomes T CD4+ dirigés contre A13 selon la méthode développée par N. Shastri et sur les 

conseils fournis par J. Robinson (Newcastle). Les cellules murines sont fusionnées avec des 

cellules partenaires BWZ36, dérivées d’une lignée murine de lymphome T n’exprimant pas de 

TcR mais transfectée avec le gène rapporteur LacZ, inductible par l’activation de NFAT 

(nuclear factor of activated T cells) (239). Ces outils avaient été testés avec succès dans le 

laboratoire, vis-à-vis du Facteur VIII ((238), annexe 5). Vingt-six hybridomes ont été 

sélectionnés pour leur capacité à sécréter in vitro de l’IL2 murine en présence de la protéine 

recombinante A13 humaine, présentée par des splénocytes issus d’autres souris Sure L1 

naïves d’immunisation. J’ai utilisé un test ELISA commercial pour mesurer la quantité d’IL2 

des surnageants de culture et un hybridome était considéré comme spécifique d’A13 lorsque 

le ratio de concentration vis-à-vis du contrôle négatif était supérieur à 2. J’ai privilégié cette 
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analyse régulièrement pratiquée au laboratoire, pour son excellente reproductibilité, avec une 

bonne sensibilité. Après sous-clonage des hybridomes, j’ai testé individuellement les peptides 

identifiés précédemment. En raison du nombre important de peptides et d’hybridomes et, pour 

des raisons également économiques, j’ai privilégié l’utilisation de cellules présentatrices 

d’antigènes artificielles HLA DR1 récemment développées par J-B. Latouche (240). Celles-ci 

dérivent d’une lignée de fibroblastes murins NIH-3T3, transfectée avec une molécule HLA 

DRB1*01:01 et les molécules de costimulation B7.1, ICAM-1 et LFA-3. De façon 

surprenante, seul le peptide 1239-1253 a entrainé une sécrétion significative d’IL2 chez 

les 6 lignées d’hybridomes testées. La séquence de l’épitope a été plus précisément 

caractérisée pour 2 sous-clones d’hybridome, suite à la réalisation de nouveaux tests de 

stimulation avec les peptides chevauchants allant des acides aminés 1235 à 1256. La séquence 

minimale (« core ») du peptide reconnue par les 2 lignées d’hybridomes T, après présentation 

par les molécules HLA DR1, est la suivante : 1241MLLLWGRLTWR1251. 

Les résultats obtenus avec les cellules présentatrices d’antigène artificielles ont été vérifiés 

avec des splénocytes de souris Sure L1 et des MoDCs issues d’un donneur sain HLA DR1. 

Cet outil a fait l’objet de validations préalables, notamment pour le Facteur VIII ; les cellules 

ne produisent pas d’IL2 et ne nécessitent pas d’inactivation par la mitomycine C. Elles se sont 

néanmoins montrées incapables d’entrainer une stimulation avec la protéine recombinante 

A13 complète. Cela est probablement dû à son incapacité de l’internaliser, de par l’absence de 

MMR ou CD206 (130,241) à leur surface. Cette hypothèse nous a également été suggérée lors 

d’expériences d’endocytose d’A13 marquée avec un fluorochrome, explorées par cytométrie 

en flux ((242) annexe 6 et données non publiées concernant les CPAA).  

J’ai également recommencé l’élaboration d’hybridomes à partir d’une souris Sure L1 croisée 

avec une souche de souris invalidée pour A13 (144), fournie par D. Motto, afin d’obtenir une 

allo-immunisation sans interférence avec le répertoire T naturel murin. En effet, la protéine 
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A13 est exprimée chez la souris avec un degré d’homologie d’environ 70% et l’allo-

immunisation de souris par la protéine humaine, pourrait avoir sélectionné le peptide 1239-

1253, consécutivement à une forte différence de séquence avec la protéine murine et le 

répertoire T des souris. Cependant, j’ai obtenu des résultats similaires avec le même et unique 

peptide 1239-1253, reconnu par les hybridomes T issues de ces souris. De plus, l’analyse de 

la séquence d’A13 murine montre une forte homologie dans cette région ; seuls 2 acides 

aminés diffèrent dans la séquence murine pour ce peptide : QLLLWGRFTWR (132). 

Concernant un éventuel manque de sensibilité du test ELISA de détection de l’IL2 dans les 

surnageants de culture d’hybridome, j’ai effectué par la suite les mêmes tests de stimulation 

des hybridomes avec analyse chromogénique de la sécrétion de β-galactosidase (gène LacZ). 

Cette sécrétion est inductible par l’activation de NFAT après reconnaissance du peptide par le 

TcR des hybridomes, mais aucun autre peptide supplémentaire n’a été identifié par ce moyen 

(résultats non montrés). J’ai également renouvelé les stimulations de lignées d’hybridomes T 

CD4+ spécifiques d’A13, issus des souris Sure L1 (HLA DR1) avec l’ensemble des peptides 

identifiés in silico pour l’HLA DR11 (n= 48) mais je n’ai pas mis en évidence d’autre peptide 

que le peptide 1239-1253 (données non montrées).  

Au total, lors de la génération des hybridomes, il est possible qu’un biais de sélection de 

peptides m’est empêché d’identifier plusieurs peptides comme lors des tests de prolifération 

des splénocytes murins mais il n’a pas été possible d’identifier ce biais. Cependant, en 

l’absence de possibilité d’immortaliser des lymphocytes T humains et/ou de créer des 

hybridomes T humains, ces hybridomes T murins sont une aide importante pour 

l’identification de l’épitope T d’A13. Ils constituent des outils incontournables pour tester son 

immunogénicité ou celle de ses variants, en cas de modification par biologie moléculaire à 

visée thérapeutique.  

* Validation chez l’homme. 
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Après l’identification de peptides présentés par les molécules HLA, l’analyse la plus 

importante demeure l’obtention d’une réponse chez des lymphocytes T humains. Ainsi, en 

parallèle des expériences chez la souris, de multiples essais de stimulation de lymphocytes T 

ont été entrepris chez des donneurs sains et des patients atteints de PTT acquis d’HLA DR1 et 

DR11. Les prélèvements sanguins ont été traités en respectant les règles pré-analytiques de 

qualité recommandées, afin d’optimiser les résultats (243). Plusieurs protocoles différents ont 

été essayés sans succès : avec amplification préalable spécifique ou non spécifique (244,245), 

par la protéine recombinante ou par des pools de peptides, sur PBMCs fraiches ou congelées, 

chez des patients au diagnostic ou en rémission, avec différentes méthodes d’analyse: par 

incorporation à la thymidine tritiée, détection de la sécrétion d’IL4, d’IFN-γ ou d’IL2, par test 

ELISA ou par cytométrie de flux. Cela est probablement dû à la rareté des lymphocytes T 

CD4+ incriminés dans la réponse auto-immune anti-A13 dans le sang circulant. Dans le 

contexte d’ADAMTS13, il semble donc nécessaire de réaliser au préalable des lignées T 

spécifiques de l’ensemble des peptides dérivés d’A13. Pour cela, j’ai utilisé la méthode acDC 

pour ses aspects pratiques : plus rapide, pas de mise en contact avec des cellules d’autres 

individus (éliminant le risque d’une immunisation allogénique) et présentation des peptides 

par les MoDCs humaines (autologues). Les aspects techniques de cette méthodologie ont été 

optimisés par l’équipe de R. Mallone, qui est spécialisé dans l’immunologie du diabète, 

pathologie auto-immune avec réponse cellulaire T cytotoxique (et donc Th1) prédominante. 

Cependant, lors de la mise au point du protocole acDC, des réponses contre d’autres antigènes 

ont également été obtenus de façon satisfaisante, dont plusieurs agents infectieux nécessitant 

une réponse Th2 (218).  

Malheureusement, il n’a pas été possible d’obtenir des lignées sélectionnées pour les réponses 

vis-à-vis de la protéine A13 complète (données non montrées), nous avons utilisé le pool de 

peptides. En effet, la réponse obtenue après stimulation avec la protéine entière est bien moins 
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importante qu’avec les peptides, comme je l’avais observée avec les hybridomes. Cette limite 

méthodologique est commune à de nombreux antigènes et limite forcément notre analyse avec 

un risque de manque de sensibilité et de « rater » des peptides.  

J’ai ensuite sélectionné les lymphocytes T CD4+ sécréteurs d’IFN-γ via le kit commercial 

MILTENYI® au 10ème jour de la stimulation acDC, afin d’établir des lignées. Les lignées 

étaient par la suite stimulées vers J32 par des MoDCs de donneur sain de même HLA (DR1 

ou DR11) irradiées, chargées avec les pools de peptides préalablement déterminés. J’ai 

détecté la sécrétion d’IFN-γ par ELISPOT, qui est actuellement une des méthodes de 

détection les plus sensibles avec un bon niveau de reproductibilité et offrant de plus la 

possibilité de réutiliser les cellules testées (246–249). Le choix de l’IFN-γ a été établi après 

avoir essayé le kit IL4 qui ne retrouvait pas de réponse aussi nette lors des stimulations avec le 

pool de peptide (données non montrées).  

Pour les tests avec les peptides individuels, j’ai utilisé les cellules présentatrices d’antigènes 

artificielles (DR1 et DR11) irradiées, celles-ci ne secrètent pas d’IFN-γ. Une réponse 

lymphocytaire T CD4+ a été obtenue avec plusieurs peptides, dont le peptide 1239, à la fois 

chez des donneurs sains et des patients DR1 et DR11 (Figure 3 Article 1 et Figure 7). J’ai 

retenu un seuil de positivité lorsque le nombre de spots observés était supérieur à 2 fois le 

nombre de spots obtenus avec le contrôle négatif et supérieur à 100 CFS/106 cellules, les 

résultats positifs observés étaient largement supérieurs à ce seuil.  

On retiendra qu’il n’est pas possible d’utiliser les CPAA dès les premières stimulations, en 

raison du risque d’immunisation anti cellule murine. J’ai aussi confirmé que le peptide 1239 

était reconnu par la lignée de lymphocytes T lorsqu’il était présenté par les MoDCs (données 

non montrées).  
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Il ne semble pas y avoir d’autre limitation technique que celles mentionnées ci-dessus dans 

notre approche. Néanmoins, ces résultats n’ont été validés que chez 5 individus : 1 patient en 

phase aigüe DR1 au diagnostic de la maladie, 2 donneurs sains DR11, 1 patient en rémission 

DR11 et 1 patient en phase aigüe DR11. Il n’a pas été possible de refaire ces expériences chez 

d’autres patients. On pourra donc se demander s’il s’agit de l’épitope T spécifique d’A13 chez 

les patients atteints de PTT ou s’il ne s’agit que d’une spécificité retrouvée chez quelques 

individus.  

On regrettera aussi l’impossibilité de caractériser les lymphocytes T des lignées obtenues 

(profil Th1, Th2, T mémoire central ou effecteur) compte-tenu des modifications induites par 

les stimulations et leur culture in vitro prolongée. J’ai d’ailleurs également essayé d’isoler les 

lymphocytes T humains au moyen de tétramères HLA DR1, chargés avec le peptide 1239 

(purifié à 99%) et couplés au fluorochrome PE ; obtenus via le NIH Tetramer Core Facility 

(Dr Altman, Atlanta, USA) (250), mais je n’ai pas été en mesure d’observer de fixation par 

cytométrie en flux sur les hybridomes T. Le tétramère chargé avec le peptide 1239 semble 

non fonctionnel avec une absence de marquage et un aspect d’agglomérats au microscope. 

Au final, après de nombreux échecs, j’ai établi une méthode d’identification de l’épitope T 

d’A13 robuste et sensible, mais difficile, longue et coûteuse en réactifs. J’ai développé des 

outils utiles pour d’autres études complémentaires concernant A13 et les lymphocytes T 

CD4+ anti-A13. L’isolation d’un clone, notamment par l’aide d’un tétramère HLA DRB1*11 

chargé avec ce peptide permettra de caractériser au niveau cellulaire les propriétés des 

lymphocytes T CD4+ des patients atteints de PTT acquis. 
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B. Particularités des épitopes T d’ADAMTS13 

 

1) Le peptide 1239-1253 est l’épitope T dominant d’ADAMTS13 chez les patients 

atteints de PTT acquis 

 

Mes travaux montrent que le peptide 1239GDMLLLWGRLTWRKM1253 est l’épitope T 

dominant d’ADAMTS13 chez les patients atteints de PTT acquis. Il possède une forte affinité 

pour les molécules HLA DR1, DR11 et DR15. Son affinité, prédite par IEDB, semble forte 

pour 3 autres allèles HLA DRB1 (Tableau 2 Article 1). Il est capable d’être apprêté, présenté 

par des cellules présentatrices d’antigène murines et humaines à partir de la protéine A13. 

Enfin, il est reconnu par des lymphocytes T CD4+ issus de souris transgéniques DR1, de 

donneurs sains DR11 (1 sur 2 testés) et de patients DR1 (n=1) et DR11 (n=2) (Figure 3 

Article 1 et Figure 7). Il s’agit donc du seul peptide reconnu par les lymphocytes T CD4+ de 

l’ensemble de patients étudiés ici (n= 3), de deux HLA différents. De façon intéressante, 

Sorvillo et al. a retrouvé un peptide similaire (1240DMLLLWGRLTWRK1252) lors des 

analyses par spectrométrie de masse de MoDCs chargées avec de l’A13. Cependant, les 

cellules provenaient d’un donneur sain HLA DR13/DR4 et le peptide n’était pas retrouvé lors 

de l’analyse d’individus HLA DR11 et DR1 (216). 

 

Parmi les 14 autres peptides possédant une forte affinité pour les molécules HLA DR1, deux 

autres peptides (1355ASYILIRDTHSLRTT1369 et 1392EGFLKAQASLRGQYW1406) sont 

capables d’être reconnus par des lymphocytes T CD4+ : chez la souris SureL1 pour le peptide 

1355-1369 et chez un patient atteint de PTT acquis DR1 pour le peptide 1392-1406 (Tableau 

1 Article 1 et Figure 2 Article 1). Ces deux peptides possèdent également une forte affinité 

pour les molécules HLA DR11 (Tableau 5) et le peptide 1392-1406 est également reconnu par 

les lymphocytes T CD4+ d’un donneur sain DR11 (Figure 3 Article 1 / Figure 7C) 
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En plus des peptides 1239-1253 et 1392-1406, sept autres peptides sont également reconnus 

par des lymphocytes T CD4 + de patients et donneurs sains DR11 : 

100TERYVLTNLNIGAEL114, 189NRQVRGVTQLGGACS203, 589RPLFTHLAVRIGGRY603, 

594HLAVRIGGRYVVAGK609, 600GGRYVVAGKMSISPN614 683RQAWVWAAVRGPCSV697 

et 881PSPWGSIRTGAQAAH895 (Figure 7). 

 

Au total, mes résultats montrent que 10 peptides sont capables d’être reconnus par les 

lymphocytes T CD4+, murins ou humains, selon deux allèles HLA différents. Les résultats 

sont résumés dans la Figure 10. Ils ont été mis en évidence principalement (9 fois sur 10) dans 

le contexte d’une présentation par les molécules HLA DR11. Seuls 2 peptides (1239-1253 et 

1392-1406) ont été reconnus par les lymphocytes T CD4+ des 2 HLA étudiés ici. 

 

Figure 10 : Epitopes T d’ADAMTS13. 

Les épitopes T identifiés dans ce travail sont distribués tout au long de la protéine et signalés par des flèches 

rouges. Le peptide 1239 est considéré comme immunodominant car retrouvé chez les 2 HLA testés et à la fois 

dans le modèle murin, chez des patients et des donneurs sains. *Ce peptide a été reconnu dans le modèle murin 

uniquement. 

 

Parmi les 10 peptides que j’ai identifiés, 5 peptides (589-603, 594-608, 1239-1253, 1355-

1369, 1392-1406) ont une séquence similaire ou proche de ceux identifiés (n= 11) dans les 

travaux de l’équipe de Voorberg (Tableau 4 (216)).  
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2) Analyse des épitopes T au sein de la séquence d’ADAMTS13 

 

Les épitopes T d’ADAMTS13 sont distribués tout au long de la séquence de la protéine avec 

néanmoins une prédominance pour les domaines CUB1 / CUB2 et spacer.  

En étudiant la séquence des autres protéines de la famille ADAMTS (Figure 1B), on constate 

que parmi les épitopes T, quatre peptides sont situés dans des domaines exclusifs d’A13, qui 

n’existent pas dans les autres protéines de la famille ADAMTS. Il s’agit des domaines CUB 1 

et 2 (peptides 1239-1253, 1355-1369 et 1392-1406) et la jonction entre les domaines TSP1 n° 

4 et 5 (peptide 881-895).  

Ces résultats sont également retrouvés dans les travaux de l’équipe de Voorberg avec une 

majorité (6/11) de peptides localisés dans les domaines CUB 1 et CUB 2 (Tableau 4 (216)).  

Provenant d’une partie du génome moins conservée, ces domaines seraient moins exposés au 

système immunitaire, ce qui induirait une plus faible tolérance et pourrait expliquer cette 

localisation préférentielle.  

Le peptide dominant 1239-1253 est localisé au niveau du domaine CUB 1, qui n’est pas un 

domaine indispensable au fonctionnement enzymatique de la protéine (90). Bien que sa 

fonction exacte ne soit pas complètement connue, un site de liaison du FW y est situé, ce qui 

entrainerait un changement conformationnel de la protéine avec passage de la forme repliée à 

la forme déployée, révélant le site catalytique lors d’une fixation du FW. Cette localisation 

permet d’envisager, pour les patients atteints de forme congénitale de PTT, le développement 

d’une protéine ADAMTS13 recombinante génétiquement modifiée, qui permettrait de 

prévenir le risque de développement d’anticorps neutralisants suite à l’administration de la 

protéine recombinante, sans en altérer la fonction. 
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A l’opposé, un deuxième site privilégié d’épitope T est localisé au niveau du domaine spacer, 

localisé au même niveau que l’épitope B (cf. infra). Cette localisation est d’une importance 

fonctionnelle capitale car elle possède le site d’ancrage du FW avant son clivage par le site 

catalytique (Figure 3), aussi, toute tentative de mutagénèse à ce niveau devra être 

particulièrement prudente au risque de produire une protéine non fonctionnelle sur le plan 

enzymatique. 

Certains résultats ont été obtenus via l’immunisation d’un modèle murin, il est possible que 

les différences entre les séquences d’A13 humaine et murine et ainsi les différences de 

répertoire T chez les souris, aient sélectionnés l’unique peptide 1239-1253 retrouvé chez les 

hybridomes T spécifiques d’A13. Néanmoins, le pourcentage d’homologie entre A13 

humaine et murine varie de 37 à 88% (Tableau 2). Concernant les domaines CUB 1 et CUB 2, 

il est plutôt élevé, autour de 69%. J’ai utilisé également une souris SureL1 croisée avec une 

souche invalidée pour A13 murine, afin de limiter ce biais de répertoire murin, mais les 

résultats ont été identiques (cf supra). Afin d’éliminer ce possible biais inter-espèce, il serait 

nécessaire de réitérer ces expériences en immunisant des souris transgénique DR11 et 

déterminer si l’on retrouve un seul épitope immunodominant, 1239-1253 ou un autre. 

Par ailleurs, l’épitope 881-895 possède un site de glycosylation (mannose) au niveau du 

résidu Trp en position 884 et l’épitope 1355-1369 est juxtaposé au site de glycosylation du 

résidu Asn en position 1354 (Tableau 1). Comme cela a été montré dans la physiopathologie 

de certaines maladies auto-immunes (251), il est possible que ces glycosylations, en modifiant 

l’endocytose d’A13 (ici, via le MMR de cellules présentatrices d’antigène) ou la présentation 

de peptides situés à proximité, participent au mécanisme de rupture de la tolérance envers 

A13 dans le PTT acquis.  
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Dans le même esprit de recherche de facteurs favorisants la rupture de tolérance, nous avons 

démontré, dans le cadre d’un autre travail du laboratoire, que le complément n’était pas 

impliqué dans la rupture de tolérance vis-à-vis d’A13, contrairement au Facteur VIII ((242) 

annexe 6). 

 

3) Cas des peptides 1328FINVAPHAR1336 et 1358ASYILIRD1365 

 

Par une approche différente, Sorvillo et al. ont identifié la séquence peptidique « core » située 

en position 1328FINVAPHAR1336, comme étant le peptide issu d’A13, préférentiellement 

présenté par les molécules HLA DRB1, issues de MoDCs de 17 donneurs sains couvrant 7 

HLA différents (DR1, DR3, DR4, DR7, DR11, DR13 et DR15). Cette présentation serait 

également exclusive pour les HLA DR1 et DR11. 

Récemment, Verbij et al. ont retrouvé, une réponse lymphocytaire T CD4+ dirigée contre les 

peptides 1328FINVAPHAR1336 et 1358ASYILIRD1365 en contexte HLA-DR11 et DR3 

respectivement (252).  

Dans cette étude, les PBMCs issues de 2 patients atteints de PTT acquis à la phase aigüe, 

étaient incubées pendant 24h avec ces peptides ou de l’A13 recombinante humaine (10 

µg/mL) et les lymphocytes T CD4+ spécifiques étaient détectés par cytométrie de flux. Pour 

cela, l’expression du CD40 Ligand (CD40L ; CD154) à la surface des lymphocytes T CD4+ 

était analysée comparativement à des contrôles positifs (peptide superantigène issu d’agent 

infectieux) et négatifs (peptides avec séquences « core » modifiées au niveau des résidus 

d’ancrage). Ce marquage exploite l’expression autologue du CD40L des lymphocytes T 

CD4+ lorsque leur TcR reconnait et se lie spécifiquement au peptide présenté par les 

molécules HLA.  
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Le taux de lymphocytes T CD4+ spécifiquement dirigés contre A13 et le peptide 

NAGGARLFINVAPHARIAIH était particulièrement élevé (2,6% et 4,5%) chez le patient 

DR11, de même que pour le peptide EGANASYILIRDTHSLRTTA (3,3%) chez un patient 

DR3. Néanmoins, dans ce dernier cas, la stimulation par A13 n’entrainait pas d’expression de 

CD40L chez les lymphocytes T CD4+. De façon concordante, les stimulations de PBMCs de 

donneurs sains DR11 et DR3 avec A13 ou les peptides n’entrainaient pas de réponse 

lymphocytaire. De plus, le premier patient DR11 était à nouveau testé, en rémission après 

splénectomie, mais aucune réaction lymphocytaire n’était observée. 

 

Dans mes travaux, j’ai identifié un peptide similaire : 1325CRLFINVAPHARIAI1339 qui 

possède la même séquence « core ». L’affinité de ce peptide, évaluée par test ELISA 

compétitif est bonne pour DR11 (Tableau 5) et médiocre pour DR1 (Tableau 1 Article 1), 

malgré un excellent score prédictif d’affinité d’après IEDB. Je n’ai cependant pas observé de 

reconnaissance de ce peptide par les différents lymphocytes T CD4+, murins ou humains, lors 

des différents tests de stimulation employés.  

Ces différences pourraient s’expliquer par les différences de séquence et de longueur entre les 

2 peptides, soulignant l’importance de la nature des acides aminés situées en N et C-terminal 

de la séquence « core » (253,254). On retiendra également que les taux de réponse 

lymphocytaire observés lors des stimulations avec les peptides 1328FINVAPHAR1336 et 

1358ASYILIRD1365 ou A13 par Verbij et al étaient particulièrement élevés, contrastant avec les 

résultats habituellement observés dans les maladies auto-immunes et dans mes différentes 

expériences. 

J’ai également identifié le peptide 1355ASYILIRDTHSLRTT1369 lors des tests de proliférations 

des splénocytes des souris SureL1 (HLA DR1) immunisées avec A13. Il possède une bonne 

affinité envers les molécules HLA DR1 et DR11 et contient la séquence « core » ASYILIRD 
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identifiée par le groupe de Voorberg, mais chez des donneurs sains et patients DR3. Les 

études concernant ce peptide nécessitent d’être poursuivies dans les autres HLA, ces résultats 

suggèrent néanmoins le caractère « promiscuous » de ce peptide.  

 

4) Epitope T et HLA  

 

Au total, 63 peptides (48 pour DR11 et 15 pour DR1) ont été identifiés in silico mais 20 

peptides seulement possèdent une forte affinité pour les molécules HLA DR11 (Tableau 5). 

Ainsi, le nombre de peptides de forte affinité initialement prédits par IEDB était beaucoup 

plus important pour l’HLA DR11 que pour DR1 (48 contre 15 respectivement).  

Après réalisation des tests ELISA compétitifs, on observe un nombre beaucoup plus restreint 

de peptides avec une forte affinité prouvée (20 pour DR11 et 12 pour DR1) et le nombre de 

peptides reconnus par des lymphocytes T est bien plus important pour HLA DR11 que pour 

DR1 (9 contre 2).  

Comme cela a été montré pour d’autres modèles expérimentaux (maladies auto-immunes ou 

immunité anti-infectieuse), des différences d’affinité pour le même épitope T pourraient 

expliquer les restrictions HLA observées (237,255). Concernant A13, chez les patients atteints 

de PTT acquis où DR11 est surreprésenté, on retrouve d’après mes résultats : 

- de fortes similitudes entre les peptides retrouvés pour les 2 HLA étudiés: ainsi, 11 

des 15 peptides prédits pour DRB1*01 sont communs avec les peptides prédits pour 

DRB1*11, 

- parmi les peptides de forte affinité prouvée pour HLA DR11, six peptides (371-385, 

465-479, 589-603, 1239-1253, 1355-1369 et 1392-1406) ont également une forte affinité pour 

les molécules HLA DR1.  
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Cela suggère que la prédisposition à développer un PTT chez les individus DR11 serait liée à 

la présentation d’un nombre plus important d’épitopes T par cet HLA. Le peptide 1239-1253, 

reconnu par les lymphocytes T DR1 et DR11 et également présenté par les molécules HLA 

DR4 / DR13 d’après Sorvillo et al., serait le peptide immunodominant, nécessaire mais non 

suffisant pour expliquer le développement de la maladie chez les individus DR11.  

Cependant, ces constatations vont à l’encontre des autres résultats obtenus par le groupe de 

Voorberg où le peptide 1325 serait le seul retrouvé en contexte DR11 alors qu’il serait 

retrouvé également par les autres HLA. La prédisposition DR11 serait alors expliquée par une 

présentation d’un nombre plus restreint de peptides par les molécules HLA DR11.  

Il serait intéressant d’étudier les peptides présentés et reconnus chez les individus porteurs de 

l’HLA DR4 qui constitue un facteur protecteur de la maladie. Le rôle des autres peptides 

identifiés ici dans les autres HLA permettrait également de clarifier le rôle des molécules 

HLA dans le développement du PTT acquis. 

Enfin, plus récemment, de nouveaux peptides issus d’A13 ont été identifiés par le groupe de 

Voorberg, selon la même méthodologie par spectrométrie de masse, utilisée dans le contexte 

HLA DQB1*03 et DQB1*02:02 (256). Ces allèles sont également des HLA plus 

fréquemment associés au PTT acquis et l’étude concernait 9 donneurs sains. De nouvelles 

analyses étaient également réalisées chez 9 donneurs sains HLA DR. Un total de 12 séquences 

peptidiques pour HLA DR et 8 séquences pour HLA DQ ont été retrouvées dont les peptides 

1328FINVAPHAR1336 et 1362LIRDTHSLR1370 similaires aux peptides précédemment cités. Le 

peptide 1239-1253 n’était pas retrouvé dans ce lot d’analyses. Quatre nouveaux peptides 

étaient exclusivement retrouvés pour HLA DQB1 : 461-479, 497-514, 705-717 et 714-732. 

Dans ce travail, des analyses in silico, évaluant le potentiel inducteur de réponse T régulatrice 

(JanusMatrix®) et T effectrice (EpiMatrix®) de différents peptides dérivés d’A13, retrouvaient 
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un potentiel « immunogénique » marqué pour les peptides FINVAPHAR et LIRDTHSLR. 

Aucune étude complémentaire impliquant des lymphocytes T CD4+ n’était néanmoins 

fournie. Dans ces analyses, il est retrouvé que le peptide 1239-1253 présente également un 

potentiel « immunogénique », confortant mes résultats. 

 

5) Epitope T et épitope B  

 

L’épitope B dominant d’A13 est connu comme étant localisé au niveau des domaines riche en 

cystéine et spacer d’A13 (Figure 6). Même si l’épitope T dominant (peptide 1239) est localisé 

au niveau du domaine CUB1, j’ai mis en évidence 4 épitopes T d’A13 localisés au niveau de 

ces deux domaines. Ces peptides (589RPLFTHLAVRIGGRY603, 

594HLAVRIGGRYVVAGK608, 600GGRYVVAGKMSISPN614 et 

683RQAWVWAAVRGPCSV697) sont de forte affinité pour les molécules HLA DR11 et ils 

sont reconnus par des lymphocytes T de patients et de donneurs sains DR11. On remarque 

que 3 d’entre eux sont extrêmement proches, même s’ils ne possèdent pas la même séquence 

« core ». Le peptide 589-603 (+/- 594-608) a également été retrouvé par le groupe de 

Voorberg avec une séquence similaire 591LFTHLAVRI599, dans le contexte HLA DR7 / DR15 

(Tableau 4, (216)). Bien que le mécanisme impliqué ne soit pas évident, ces résultats 

suggèrent que les épitopes T et B sont chevauchants, même s’il ne s’agit pas de l’épitope T 

dominant. Il n’a pas été possible de déterminer les caractéristiques des lymphocytes T CD4+ 

ayant reconnus les peptides identifiés ici mais il serait intéressant de rechercher une 

polarisation Th2, en fonction du peptide reconnu, qui pourrait expliquer le développement 

d’anticorps spécifiques. 

L’identification du peptide 1239-1253 comme épitope T dominant permet d’envisager le 

développement de tétramères de classe II chargés avec ce peptide afin de caractériser la 
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réponse lymphocytaire T CD4+, mais l’utilisation d’autres tétramères, chargés avec ces autres 

peptides sera nécessaire afin d’explorer le lien entre épitope B et T. 

La caractérisation de l’épitope B et des lymphocytes B impliqués dans le PTT acquis est 

d’une importance capitale dans cette pathologie, où le Rituximab est désormais utilisé en 

première ligne et de manière préemptive pour prévenir les rechutes (168). Il est d’ailleurs 

remarquable de constater que ce traitement permet d’accélérer la rémission clinique des 

patients à la phase aigüe. Aussi, j’ai évalué le rôle des lymphocytes B dans la présentation 

antigéniques et l’amplification de la réponse T antiA13. A l’aide des hybridomes T 

spécifiques d’A13, j’ai montré que les lymphocytes B issus de patients et de donneurs sains 

DR1 ne sont pas capables de stimuler les hybridomes T lorsqu’ils sont incubés avec A13 ou le 

peptide 1239 (résultats non présentés). 

Dans un autre travail en collaboration, nous avons isolé des lymphocytes B spécifiques 

d’A13, grâce à de l’A13 marquée avec un fluorochrome, afin de cloner des anticorps 

monoclonaux (30 IgM et 5 IgG). Deux des IgG reconnaissent les domaines riche en cystéine 

et spacer, sans inhiber l’activité de la protéine, mais ils reconnaissent également des épitopes 

cryptiques permettant d’envisager un nouveau modèle de rupture de la tolérance vis-à-vis 

d’A13 (annexe 7 (257)).  

Au total, ces explorations soulignent le fait que le PTT est une maladie auto-immune 

singulière dont l’étude offre l’opportunité de découvrir de nombreuses similitudes avec 

d’autres maladies auto-immunes.  
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C. Autres maladies auto-immunes spécifiques d’antigène 

 

Les maladies auto-immunes (MAI) touchent 5 à 8 % de la population mondiale (8% dans les 

pays développés). Il en existe environ 80, qui touchent préférentiellement les femmes à 78%. 

Parmi les MAI, le PTT se distingue par sa particularité d’être spécifique d’un antigène : il est 

défini par la présence d’un déficit acquis en ADAMTS13, consécutif à la présence d’un 

anticorps spécifique. Il existe d’autres maladies auto-immunes spécifiques d’antigène 

(MAISA - Tableau 6), mais dans le cas du PTT, la cible est plasmatique, la protéine 

ADAMTS13.   

Historiquement, différents postulats ont été exigés pour établir le caractère auto-immun d'une 

maladie (258) : 

1. Une preuve directe avec reproduction de la pathologie d'un individu à l'autre au sein 

de l'espèce humaine ou de l'homme à l'animal par transfert des autoanticorps 

pathogènes ou des lymphocytes T auto-réactifs, 

2. Une preuve indirecte, par la reproduction de la maladie auto-immune humaine dans un 

modèle expérimental animal, 

3. Des preuves circonstancielles, avec l'accumulation de données cliniques ou 

expérimentales suggestives. 

Cependant, un certain nombre de pathologies reconnues comme auto-immunes ne remplissent 

pas ces critères. Pour leur part, bien qu’elles répondent à ces critères, les MAISA ne font pas 

partie d’une entité bien définie. Il s’agit d’un groupe de pathologies qui possède de 

nombreuses homologies, notamment pour leur traitement et on peut suspecter qu’elles 

présentent la même physiopathologie. Des critères plus restrictifs pourraient être proposés : 
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présence d’un auto-anticorps, d’isotype IgG ou IgA, provenant d’une différenciation de 

lymphocytes B ayant rencontré l’antigène et fait un switch de classe, avec une haute affinité 

après un processus de maturation et surtout possédant une activité pathogénique, prouvée in 

vitro ou mieux, in vivo dans des modèles animaux, avec reproduction de la pathologie après 

transfert passif d’anticorps. En cela, de nombreux anticorps sont caractéristiques d’une 

pathologie mais ne sont que des marqueurs sérologiques, ces pathologies sont auto-immunes 

mais ne sont pas des MAISA. D’autres critères tels que la présence d’une restriction HLA et 

une efficacité des plasmaphérèses et/ou des immunosuppresseurs dont le rituximab découlent 

des précédents points.  

Dans le tableau 6, une liste non-exhaustive des MAISA est donnée à titre indicative. 

De nombreuses MAISA sont des maladies rares et de ce fait, l’identification des facteurs de 

risque génétiques et environnementaux associés à ces pathologies est difficile. Concernant les 

MAI les plus fréquentes, qui ont bénéficié d’études génétiques et épidémiologiques 

d’ampleur, on retiendra que la sclérose en plaque possède certaines caractéristiques d’une 

MAISA mais l’antigène n’a pas été identifié à ce jour, malgré de nombreuses tentatives. Les 

anticorps anti-ADN natifs et anti peptides citrullinés sont des marqueurs spécifiques de lupus 

et de la polyarthrite rhumatoïde respectivement, mais ils ne possèdent pas de pouvoir 

pathogène, et ces pathologies ne sont pas des MAISA.  
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NOM Maladie Cible Antigénique 

Basedow Récepteur TSH (TRAK) 

Hashimoto 
Thyropéroxydase (TPO) 

Thyroglobuline (TG) 

Maladie Coeliaque 

Gliadine 

Transglutaminase 

Endomysium 

Biermer 
Facteur Intrinsèque (FI) 

Cellules pariétales gastriques (CPG) 

Dermatomyosite 

MDA-5 

NXP-2 

SAE 

TIF-1γ 

Mi-2 

Myopathie nécrosante auto-immune 

Hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase 

(HMGCoAR) 

Signal recognition particle (SRP) 

Antisynthétase Jo1, PL7, PL12, OJ, EJ, Zo, KS, YRS 

Anémie hémolytique Auto-immune Globule rouge 

Purpura thrombopénique 

Immunologique 
Plaquettes > GPIIbIIIa 

PTT ADAMTS13 

Guillain Barré Gangliosides 

Miller-Fischer GQ1b 

Encéphalite auto-immune N-méthyl-D-aspartate (NMDA) 

Lambert-Eaton 
Canaux calciques voltage-dépendants (CCVD) de type 

P/Q 

Myasthénie 

Récepteur Acétylcholine (RAch) 

Kinase spécifique des muscles (MuSK) Protéine 4 

reliée au récepteur des lipoprotéines (LRP4) 

Devic Aquaporine 4 (AQP4) 

Isaac Canal potassique voltage-dépendant (VGKC) 

Good Pasture 
Membrane basale glomérulaire (MBG) : domaine NC1 

du réseau alpha-3 du collagène du type IV 

Glomérulonéphrite extra-

membraneuse (GEM) 
Récepteur de la phospholipase A2 (PLA2R) 

Vascularite à ANCA de type 

polyangéite microscopique 
Myélopéroxydase (MPO) 

Syndrome des anti-phospholipides β2GP1, cardiolipide 

Hémophilie acquise Facteur VIII 

Epidermolyse bulleuse acquise Collagène 7 

Pemphigus Desmogléines 1 et/ou 3 

Pemphigoïde bulleuse Membrane basale dermo-épidermique (BPAG1-2) 

Tableau 6 : Liste des Maladies auto-immunes spécifiques d’Antigène (MAISA) et cible 

antigénique reconnue par les anticorps. 
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D’importants progrès techniques ont été réalisés au cours des vingt dernières années 

notamment par l’étude de maladies infectieuses, dont l’infection par le VIH (259), ou dans 

des modèles animaux, en particulier transgéniques (237), ayant permis l’identification et la 

caractérisation des épitopes B et T impliqués dans de nombreuses pathologies, dont les 

MAISA. L’objectif est d’identifier et caractériser les lymphocytes B et T impliqués afin de 

comprendre l’origine de ces pathologies et d’envisager des thérapeutiques ciblées. Aussi, on 

peut se demander la pertinence des modèles animaux de la SEP et de la PR qui font appel à 

une immunisation dirigée contre un antigène bien établi (MBP et collagène A2 

respectivement), sans lien avec la pathologie chez l’homme. Dans le même temps, de 

nombreuses découvertes en biologie et immunologie fondamentale ont été appliquées à 

l’étude des MAI (lymphocytes Treg ou Th17, Toll-Like Receptor, études transcriptomiques et 

génomiques,…). A mon sens, la validité et la signification des études immunologiques ayant 

porté sur des MAI non MAISA est hasardeuse.  

Mes travaux sur ADAMTS13 permettent d’envisager des études sur les lymphocytes T 

spécifiques d’ADAMTS 13 directement impliqués dans la physiopathologie des patients 

atteints de PTT acquis.  Ainsi, sur le plan thérapeutique, le mécanisme d’action et l’efficacité 

de traitements immunosuppresseurs pourrait être déterminée au laboratoire pour certaines 

MAISA et les résultats de ces études pourraient être appliqués sans difficulté à d’autres 

MAISA. On retiendra d’ailleurs que le Rituximab, anticorps monoclonal ciblant les 

lymphocytes B, est un traitement efficace et régulièrement utilisé pour de nombreuses 

MAISA mais il n’a pas été possible de démontrer son efficacité dans le lupus. 

L’ensemble de ces éléments suggère qu’il est important de revoir les stratégies d’étude et de 

traitement des MAISA. 
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Liste des abréviations 

 

A13 : ADAMTS13: A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin type 1 

repeats, 13th member 

acDC : coculture accélérée de cellules dendritiques (accelerated co-cultured DC) 

CPAA : cellules présentatrices d’antigène artificielles  

ELISA : technique de dosage enzymatique couplée à une immunoabsorption (Enzyme-

Linked Immuno Assay) 

ELISPOT : technique immunoenzymatique permettant de dénombrer des cellules à partir de 

leur sécrétion  (enzyme-linked immunospot) 

FW : Facteur Willebrand  

CI50 : concentration inhibitrice conduisant à un déplacement de 50% du peptide de référence 

CUB : Complement C1r/C1s, sea Urchin epidermal growth factor, and Bone morphogenetic 

protein 

HLA : Antigène leucocytaire humain (Human Leukocyte Antigen) 

IL2 : Interleukine 2 

IL4 : Interleukine 4 

MAI : Maladies auto-immunes 

MAISA : Maladies auto-immunes spécifiques d’antigène 

MMR : récepteur macrophagique au mannose (Mannose Macrophage Receptor) 

MoDCs : cellules dendritiques dérivées des monocytes (Monocytes derived Dendritic cells) 

NFAT: facteur nucléaires des lymphocytes T activés (nuclear factor of activated T cells) 

PBMCs : cellules mononucléées du sang circulant (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 

PTT : Purpura Thrombotique Thrombocytopénique 

TcR : récepteur des lymphocytes T (T-cell receptor) 

TSR : domaine thrombospondine de type 1 répété 
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Acquired thrombotic thrombocytopenic purpura is a rare and
severe disease characterized by auto-antibodies directed against
“A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin

type 1 repeats, 13th member" (ADAMTS13), a plasma protein involved in
hemostasis. Involvement of CD4+ T cells in the pathogenesis of the dis-
ease is suggested by the IgG isotype of the antibodies. However, the
nature of the CD4+ T-cell epitopes remains poorly characterized. Here,
we determined the HLA-DR-restricted CD4+ T-cell epitopes of
ADAMTS13. Candidate T-cell epitopes were predicted in silico and bind-
ing affinities were confirmed in competitive enzyme-linked immunosor-
bent assays. ADAMTS13-reactive CD4+ T-cell hybridomas were gener-
ated following immunization of HLA-DR1 transgenic mice (Sure-L1
strain) and used to screen the candidate epitopes. We identified the
ADAMTS131239-1253 peptide as the single immunodominant HLA-DR1-
restricted CD4+ T-cell epitope. This peptide is located in the CUB2
domain of ADAMTS13. It was processed by dendritic cells, stimulated
CD4+ T cells from Sure-L1 mice and was recognized by CD4+ T cells
from an HLA-DR1-positive patient with acute thrombotic thrombocy-
topenic purpura. Interestingly, the ADAMTS131239-1253 peptide demon-
strated promiscuity towards HLA-DR11 and HLA-DR15. Our work
paves the way towards the characterization of the ADAMTS13-specific
CD4+ T-cell response in patients with thrombotic thrombocytopenic pur-
pura using ADAMTS131239-1253-loaded HLA-DR tetramers. 
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Introduction

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is a rare
and severe autoimmune disease characterized by the
occurrence of IgG autoantibodies against the metallopro-
tease "A Disintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin type 1 repeats, 13th member"
(ADAMTS13).1–3 ADAMTS13 cleaves multimers of von
Willebrand factor, a glycoprotein involved in hemostasis.
Inhibition of ADAMTS13 by IgG leads to an accumulation
of hyper-adhesive von Willebrand factor multimers caus-
ing microthrombi that occlude the lumen of the capillaries
in the microcirculation, thus inducing red cell hemolysis
and ischemia of downstream organs. TTP is thus charac-
terized by a combination of microangiopathic hemolytic
anemia, peripheral thrombocytopenia and organ failure of
variable severity with typically neurological involvement.4

The physiopathological mechanisms underlying TTP
and responsible for the synthesis of anti-ADAMTS13 anti-
bodies, and particularly the mechanisms involved in the
loss of tolerance of the immune system towards
ADAMTS13, are poorly understood. Polyclonal anti-
ADAMTS13 antibodies are directed against different
domains of ADAMTS13.5 In most patients, anti-
ADAMTS13 antibodies are of the IgG isotype with a pre-
dominance of the IgG4 subclass.6 IgG from all patients rec-
ognize immunodominant B-cell epitopes located in the
spacer domain of ADAMTS13.7 The B-cell epitopes have
been proposed to be located between the 660-661 and 665
amino-acids.8 The fact that anti-ADAMTS13 antibodies
are of the IgG isotype, of high affinity and have under-
gone affinity maturation, strongly suggests the require-
ment of CD4+ T-cell help in the development of the dis-
ease.9 Besides, the HLA-DRB1*11 (DR11) haplotype was
independently identified as a strong risk factor by three
research groups.10–12 However, while CD4+ T cells are

thought to play a major role, the specificity and the prop-
erties of the CD4+ T lymphocytes involved in the patho-
genesis of TTP have not been studied. Importantly, the
HLA restriction hints at the existence of immunodomi-
nant peptides in ADAMTS13. 

Naïve CD4+ T-cell activation is initiated by the interac-
tion of the T-cell receptor (TCR) with a peptide/MHC
class II complex on professional antigen-presenting cells.
Extracellular antigens are endocytosed, degraded into pep-
tides in the early endosome and loaded onto MHC class II
αβ heterodimer molecules. Sorvillo et al. identified,
through mass spectrometry, ADAMTS13-derived pep-
tides that are localized within the HLA-DR molecules
expressed by dendritic cells derived from human mono-
cytes (Mo-DC) and incubated with ADAMTS13 in vitro.13

The identified peptides belonged mainly to the CUB1 and
CUB2 domains of ADAMTS13. The core sequence FIN-
VAPHAR from the CUB2 domain was the only sequence
detected for six donors with the DR11 haplotype among
the 17 donors included in the study. In addition, the same
group recently demonstrated that a peptide containing the
FINVAPHAR amino-acid sequence is able to stimulate
CD4+ T cells from an HLA-DR11 TTP patient.14 These
studies did not, however, investigate the recognition of
other peptides by CD4+ T cells. To address this issue, we
focused on the HLA-DR1 haplotype for which a human-
ized transgenic HLA-DR1 mouse is available, and investi-
gated the CD4+ T-cell epitopes for the HLA-DR1 allele.
The identified epitopes were then studied in the context
of the HLA-DR11 allele.  

Methods

Peptides and antigen
ADAMTS13-derived peptides were selected based on their
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Table 1. Affinity of ADAMTS13-derived peptides for HLA-DRB1*01:01 molecules.
ADAMTS13 peptide Domain Sequence# IC50 Predicted

(nM)† binding score‡

1 589-603 Spacer RPLFTHLAVRIGGRY 0.46 7.01
2 267-281 Metalloprotease RRQLLSLLSAGRARC 0.91 1.36
3 371-385 Disintegrin CRSLVELTPIAAVHG 1.59 4.22
4 1239-1253 CUB1 GDMLLLWGRLTWRKM 1.61 7.08
5 1392-1406 CUB2 EGFLKAQASLRGQYW 3.74 1.62
6 1355-1369 CUB2 ASYILIRDTHSLRTT 5.65 6.65
7 774-788 TSR 3 GSLLKTLPPARCRAG 7.11 5.65
8 570-584 Spacer YVTFLTVTPNLTSVY 13.10 0.79
9 914-928 TSR 5 ELRFLCMDSALRVPV 12.6 3.24
10 1224-1238 CUB1 VVTLRVLESSLNCSA 13.68 6.21
11 1281-1295 CUB1 GVLLRYGSQLAPETF 28.34 6.90
12 464-478 Cys-Rich GASFYHLGAAVPHSQ 31.07 8.42
13 1325-1339 CUB2 CRLFINVAPHARIAI 147.97 1.99
14 140-154 Metalloprotease APNITANLTSSLLSV 279.67 9.74
15 308-322 Desintegrin NEQCRVAFGPKAVAC 5000 8.11
16* 111-125 Metalloprotease GAELLRDPSLGAQFR >10000 20.93
†ADAMTS13-derived peptides are sorted based on the measured IC50 values compared to the HA306-318 control peptide (IC50=4.61 nM). IC50 values are shown in nM. A lower IC50

value indicates stronger binding. IC50>10000 indicates no detectable binding in the assay.  ‡Binding scores were generated by IEDB and reflect the expected binding affinities,
with lower scores indicating stronger predicted affinities.  #The nine-residue sequences (core peptides) predicted to fit into the HLA-DRB1*01:01 binding groove are underlined
for each peptide. Anchor residues are highlighted in bold. *This ADAMTS13-derived peptide is used as a negative control, without detectable binding to HLA-DRB1*01:01.



capacity to bind to HLA-DRB1*01:01 molecules. HLA class II–
binding predictions of human ADAMTS13 (GenBank reference:
AAL11095.1) were made on November 10, 2011, using the
Immune Epitope Database analysis resource consensus tool, on
the dedicated website www.iedb.org.15–17 Strong HLA-DRB1*01:01
binders were predicted in silico using overlapping 15-mer peptides
that span the whole ADAMTS13 sequence. Altogether, 99 15-mer
peptides were predicted to be strong binders to HLA-DRB1*01:01
with binding scores below 10 (i.e., with a probability of being
good binders greater than 90%). Some of the predicted peptides
shared common HLA-DRB1*01:01-binding core sequences (9-mer
peptides). When considering only unique core sequences and after
exclusion of two peptides located in the prodomain of
ADAMTS13, the list came down to 15 9-mer core peptides (Table
1). The peptides were synthesized at greater than 80% purity (GL
Biochem, Shanghai, China) and included the 9-mer core sequences
with addition of the three residues from the N-terminal end and
the three residues of the C-terminal end. Individual peptides were
solubilized at 1 mg/mL in dimethylsulfoxide/water. Recombinant
full-length human ADAMTS13 (rhADAMTS13) was a kind gift
from Baxter (Vienna, Austria).18

HLA-peptide-binding assays
HLA-DR molecules were purified from homozygous Epstein-

Barr virus cell lines by affinity-chromatography using the
monomorphic monoclonal antibody L243. The binding to HLA-
DR molecules was assessed by competitive enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), using an automated workstation,
as previously reported.19,20 Briefly, HLA heterodimers were incu-
bated with a biotinylated indicator peptide and serial dilutions of
competitor peptides. As reference, the unlabeled form of biotiny-
lated reporter peptide was used as an internal control. After 24 h
incubation at 37˚C, samples were neutralized with 450 mM Tris
HCl (pH 7.5) (Sigma, St Quentin-Fallavier, France), 0.3% bovine
serum albumin (Sigma), and 1 mM n-dodecyl β-D-maltoside
buffer (Sigma) and applied to 96-well MaxiSorp ELISA plates
(Nunc A/S, Roskilde, Denmark) coated with 10 mg/mL L243.
Bound biotinylated peptide was detected by streptavidin-alkaline
phosphatase conjugate (GE Healthcare, Saclay, France) after
adding 4-methylumbelliferyl phosphate substrate (Sigma).
Emitted fluorescence was measured at 450 nm upon excitation at
365 nm. The peptide concentration that prevented binding of 50%
of the biotinylated peptide (IC50) was evaluated. The sequence of
the biotinylated reporter hemagglutinin (HA) peptide was
306PKYVKQNTLKLAT318; the mean IC50 values of the HA306-318 pep-
tide for HLA DRB1*01:01 and DRB1*11:01 binding were 4.61 and
37.42 nM, respectively. For HLA DRB1*15:01, the sequence of the
reporter biotinylated peptide A3152–166 was 152EAEQLRAYLDGT-
GVE166 with an IC50 value of 41.46 nM. Means and standard errors
of the means were calculated from three independent experi-
ments. Binding data are estimated as relative affinities defined as
the ratio of the IC50 of each individual peptide to the IC50 of the ref-
erence peptide. Peptides with relative affinities of 20 or less were
considered as strong binders to the HLA-DRB1 molecules and
were retained for the rest of the study.

Human samples
Heparinized blood from healthy donors (EFS, Ile-de-France,

Créteil, France) or from TTP patients (French national reference
center for TMA, Prof. P. Coppo, St Antoine Hospital, Paris, France
and Dr L. Galicier, St Louis Hospital, Paris, France) was obtained
after written informed consent. The use of samples for research
purposes had been approved by the ethical committee from Saint-
Antoine Hospital (Authorization n. 04807/12/2005). The criteria
for diagnosing acquired TTP were those previously reported,4 and
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Figure 1. Identification of HLA-DR1-restricted T-cell epitopes using
ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas. (A) Anti-ADAMTS13 IgG titers in
Sure-L1 mice immunized with rhADAMTS13. The serum from an HLA-DR1-
transgenic Sure-L1 mouse immunized with rhADAMTS13 was incubated in seri-
al dilutions on ADAMTS13-coated ELISA wells. ADAMTS13-bound IgG were
detected using horseradish peroxidase-coupled polyclonal goat anti-mouse IgG
and substrate. Results are expressed in arbitrary units as optical density meas-
ured at 492 nm. (B) Activation of ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas. A
representative ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridoma (clone 2G10δ) was
incubated with AAPCDR1 (10:1 ratio) and ADAMTS13-derived peptides as listed
in Table 1. Stimulation indices represent the ratio of IL-2 secreted by the T cells
measured by ELISA upon incubation with ADAMTS13 peptides over IL-2 secret-
ed in the absence of peptide. Means±SD are from two independent experi-
ments. (C) Delineation of the core peptide for ADAMTS13-specific CD4+ T-cell
hybridomas. A representative ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridoma (clone
2G10δ) was incubated with AAPCDR1 and overlapping 15-mer peptides spanning
the 1235-1256 peptide sequence. Stimulation indices were assessed as
explained above.  
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included a severe deficiency (<5% of normal activity) of
ADAMTS-13 activity along with a detectable inhibitor and/or
detectable serum antibodies as assessed by ELISA (Technozym R
ADAMTS13 INH, Technoclone, Vienna, Austria; threshold posi-
tivity >15 U/mL).

Blood processing
All blood samples were shipped at room temperature within 4

h of being drawn. HLA-DR screening was performed by molecu-
lar typing using the Olerup SSP HLA*DR kit (Olerup SSP,
Stockholm, Sweden) after extracting DNA from total blood
(Qiagen, Vienna, Austria). Peripheral blood mononuclear cells
were isolated by density gradient centrifugation on lymphocyte
separation medium (PAA Laboratories GmbH, Les Mureaux,
France) and immediately frozen in pooled human male AB serum
containing 10% dimethylsulfoxide (Sigma).

Immunization of mice 
The animals used in this study were HLA-A2.1-/HLA-DR1-

transgenic H-2 class I-/class II (IA β-/- β2m-/-)-knockout mice
(Sure-L1 mice), 8 to 12 weeks old.21 The mice were immunized
subcutaneously with 150 mg of rhADAMTS13 in complete
Freund’s adjuvant (Sigma), and 15 days later with 150 mg
rhADAMTS13 in incomplete Freund’s adjuvant (Sigma). Blood
was drawn by retro-orbital bleeding 4 days after the second
administration of rhADAMTS13 and cells from the spleen and
draining lymph nodes were collected. Animals were handled in
agreement with local ethical authorities (Comité Régional
d'Éthique p3/2005/002). 

Titration of anti-ADAMTS13 IgG
Antibodies against human ADAMTS13 were measured in mice

serum using ELISA. Briefly, ELISA plates were coated with
rhADAMTS13 (1 mg/mL) for 1 h at 37°C and subsequently
blocked for an additional hour with phosphate-buffered saline -
1% bovine serum albumin (PBS-BSA). Serum serially diluted in
PBS-BSA (dilution factor: 1/3) was then incubated for 1 h at room
temperature. Bound IgG was revealed using a secondary horserad-
ish peroxidase-coupled goat F(ab’)2 anti-mouse IgG antibody
(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) and substrate. The
mouse monoclonal anti-human ADAMTS13 IgG monoclonal
antibody 20A5 (HYCULT, Uden, NL) was used as a positive con-
trol.

HLA-DRB1*01:01-positive antigen-presenting cells
Three different sources of antigen-presenting cells were used for

T-cell presentation assays: (i) purified splenocytes from Sure-L1
mice inactivated with mitomycin C (50 mg/mL, Sigma), (ii) imma-
ture Mo-DC from HLA-DRB1*01:01 healthy donors inactivated
with mitomycin C (50 mg/mL), and (iii) artificial antigen-present-
ing cells derived from the NIH-3T3 cell line expressing HLA-
DRB1*01:01 (AAPCDR1). To generate AAPCDR1, NIH-3T3 cells were
transduced with the common HLA-DRα chain and the specific
HLA-DRβ1*01:01 chain, and with the co-stimulatory and adhe-
sion human molecules B7.1, ICAM-1 and LFA-3.22 AAPCDR1 does
not produce murine interleukin-2 and does not, therefore, require
inactivation with mitomycin C. Its ability to present and stimulate
HLA-DRB1*01:01-restricted CD4+ T cells efficiently has been
demonstrated.22 In the case of Mo-DC, human monocytes were
isolated from peripheral blood mononuclear cells using anti-CD14
magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Monocytes were cultured in RPMI-1640 medium supplemented
with 10% human AB Serum (Sigma), L-glutamine and antibiotics
(Life Technologies - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in the pres-
ence of 500 IU human recombinant interleukin 4 (ImmunoTools,
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Figure 2. The ADAMTS131239-1253 peptide is an immunodominant T-cell epitope both
for Sure-L1 mice as well as for a patient with TTP. (A) Stimulation by ADAMTS13-
derived peptides of spleen and lymph node cells from Sure-L1 mice immunized
with rhADAMTS13. Cells (3x105/well) were incubated with each individual peptide
(10 mg/mL), with the pool of peptides (Peptide mix) or with rhADAMTS13.
Proliferation was assessed by incorporation of tritiated thymidine. Proliferation
indices are defined as the ratio of cpm of stimulated cells versus cpm of control
cells, and are expressed as means±SD for two Sure-L1 mice. (B) The ADAMTS131239-

1253 peptide is processed and presented to T cells by human antigen-presenting
cells. A representative ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridoma (clone 1F5γ) was
incubated with immature dendritic cells from a healthy HLA-DR1+ blood donor and
with the ADAMTS131239-1253 peptide, with rhADAMTS13 or with the ADAMTS13111-125

peptide. Stimulation indices represent the ratio of secretion of IL-2 by T cells stim-
ulated in the presence of antigen versus the secretion of IL-2 by T cells incubated
with Mo-DC alone. Means±SD are from two independent experiments. Similar
results were obtained with other ADAMTS13-CD4+ T-cell hybridoma clones (not
shown). The peptide incubated alone or with DR15+ artificial antigen-presenting
cells failed to activate the T cells (not shown). (C) ADAMTS13 epitope specificity of
CD4+ T-cell lines from a patient with acquired TTP. CD4+ T-cell lines were generated
after stimulation with pooled ADAMTS13-derived peptides as defined in Table 1. T
cells (3x105/well) were then incubated with AAPCDR1 (3x104 cells/well) alone or
pulsed with individual peptide (10 mg/mL), or with the peptide pool (Peptide mix).
The number of cells producing interferon-γ was then assessed by ELISPOT and is
expressed as the mean number of spot-forming cells (SFC) per million cells calcu-
lated in the case of peptide-stimulated T cells minus the SFC obtained in the case
of unstimulated cells. Means±SD are from two independent experiments. *The
111-125 ADAMTS13-derived peptide that did not bind to HLA-DRB1*01:01 was
used as a negative control.  
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Friesoythe, Germany) and 1000 IU human recombinant granulo-
cyte-macrophage colony-stimulating factor (ImmunoTools) per
106 cells. After 5 days of culture, the non-adherent immature Mo-
DC-enriched fraction was harvested and the immature status was
confirmed by the expression of the following surface phenotypic
markers: CD40, CD80, CD86, CD83, CD1a and HLA-DR (Becton
Dickinson, Le Pont de Claix, France), by flow cytometry as
explained previously.23

Proliferation response to ADAMTS13-derived peptide
Cells from the spleen and draining lymph nodes from immu-

nized Sure-L1 mice were pooled. Cells (105 cells/well) were incu-
bated alone, with each individual synthetic ADAMTS13-derived
peptide (10 mg/mL) or with a pool containing all the peptides (2.5
mg/mL of each peptide) in AIM-V medium (Life Technologies) for
4 days. Cell proliferation was determined by incorporation of 3H-
thymidine (1 mCi per well, specific activity of 6.7 Ci/mmol) added
during the final 16 h and measured as counts per minute (cpm) on
a micro-β-counter (Perkin Elmer Applied Biosystems). Stimulation
indices (SI) were calculated as the ratio between the cpm in the
presence of a stimulus, and the average cpm of the same cells incu-
bated alone. 

Generation of mouse ADAMTS13-specific CD4+ T-cell
hybridomas

Cells from draining lymph nodes of immunized Sure-L1 mice
were stimulated for 72 h with rhADAMTS13 (1 mg/mL) and fused
with the BWZ.36 fusion (TCR−/−) partner cell line24 (a kind gift from
Prof N Shastri, University of California, Berkeley, CA, USA) using
polyethylene glycol. ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybrido-
mas were obtained after culture in HAT and HT selective media
(both from Sigma). Specificity for ADAMTS13 was evaluated
using a T-cell stimulation assay.

T-cell hybridoma stimulation assay
Mouse HLA-DR1-restricted CD4+ T-cell hybridomas (105

cells/well) were cultured in plates of 96 round-bottomed wells
with 104 (ratio 1:10) DRB1*01:01 antigen-presenting cells (spleno-
cytes or immature Mo-DC) in the presence of rhADAMTS13 (10
mg/mL) for 24 h at 37°C. Murine interleukin-2 secreted by activat-
ed T cells was measured in the supernatant using an ELISA kit
according to the manufacturer’s protocol (eBioscience, Paris,
France). The positive control was concanavalin A (Sigma) at a con-
centration of 1 mg/mL. For each hybridoma cell line growing in
HAT media, the stimulation index was calculated. Hybridoma
clones with an at least 2-fold increase in interleukin-2 release (ratio
between ADAMTS13-stimulated cultures and control medium)
were considered to be ADAMTS13-specific and were subsequent-
ly sub-cloned by limiting dilution (0.5 cells/well). Among
ADAMTS13-specific T-cell hybridomas, screening for peptide
specificity was realized with AAPCDR1 co-cultured for 24 h with
peptides at 10 mg/mL, and interleukin-2 secretion by activated T-
cell hybridomas was measured in the supernatant with the same
ELISA kit.

Generation of ADAMTS13-specific human CD4+ T-cell lines
Using the accelerated co-cultured dendritic cell assay,25 peripher-

al blood mononuclear cells from a TTP patient were stimulated for
10 days with the pool of 16 ADAMTS13-derived peptides (2.5
mg/mL for each peptide). Briefly, cells (5x106 cells/mL) were
thawed and cultured in AIM-V medium supplemented with 1000
U/mL of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and
500 U/mL of interleukin-4 (ImmunoTools). After 24 h (day 1), the
pool of ADAMTS13-derived peptides was added along with
tumor necrosis factor-α (1000 U/mL), interleukin-1β (10 ng/mL),

interleukin-7 (0.5 ng/mL) (ImmunoTools) and prostaglandin E2 (1
mM; Merck Calbiochem, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). On
day 10, non-adherent cells were collected, washed, and CD4+ T
lymphocytes were isolated by negative magnetic purification with
a CD4+ T-cell isolation kit (Miltenyi). Cells were then incubated
with irradiated DRB1*01 Mo-DC (45 Gy) from healthy donors
(ratio 1:10), pulsed with the pool of ADAMTS13-derived peptides,
in fresh AIM-V at 37°C for 6 h. Subsequently, CD4+ T cells reac-
tive to ADAMTS13-derived peptides were isolated using the inter-
feron (IFN)-γ secretion assay-cell detection kit according to the
manufacturer’s protocol (Miltenyi). Cell lines were obtained after
culture of the IFN-γ-secreting cells in AIM-V medium supplement-
ed with 10% human AB serum, interleukin-2 (20 U/mL), inter-
leukin-4 (5 ng/mL), anti-CD3 monoclonal antibody (OKT3, 30
ng/mL) (ImmunoTools) and irradiated (45 Gy) peripheral blood
mononuclear cells from two unrelated donors. Cells were fed
every 7 days with fresh cytokines. The stimulated CD4+ T cells
were tested after ~3 weeks for peptide specificity by IFN-γ
enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assays after incubation
with peptide-pulsed or non-pulsed antigen-presenting cells.

Enzyme-linked immunospot assays
The human IFN-γ ELISPOT assay was performed according to

the manufacturer’s recommendations. Ninety-six–well polyvinyli-
dine fluoride plates (Millipore-Merck) were pre-wetted with
ethanol. The individual ADAMTS13-derived peptides (10 mg/mL),
the peptide pool, or medium alone were plated in triplicate wells,
into the plates that had been pre-coated overnight with the anti-
IFN-γ capture antibody (U-CyTech, Utrecht, the Netherlands) and
blocked with AIM-V plus 10% human serum. Irradiated AAPCDR1

(45 Gy) were then seeded and incubated (3x104/well) with the
CD4+ T-cell line (3x105/well) for 24 h at 37°C in a CO2 incubator.
Following removal of peripheral blood mononuclear cells, IFN-γ
secretion was visualized with a biotin-conjugated anti–IFN-γ anti-
body (U-CyTech), alkaline phosphatase-conjugated ExtrAvidin,
and Sigmafast 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue
tetrazolium (BCIP/NBT) tablets (Sigma). Plates were then air dried
and scanned on an ImmunoSpot Analyzer (CTL, Shaker Heights,
OH, USA). Spot-forming cells were automatically calculated by
ImmunoSpot Software using the SmartCount™ and Autogate™

functions.26 ELISPOT readouts are expressed as spot-forming

The ADAMTS131329-1253 CD4+ T-cell epitope in TTP

haematologica | 2017; 102(11) 1837

Table 2. Affinity of ADAMTS131239-1253 peptide for HLA-DRB1 molecules.
HLA-DR molecule#            Predicted binding                 Relative
                                                 score†                           affinity‡

DRB1*11:01                                         1.2                                      16.04
DRB1*15:01                                        1.40                                      3.48
DRB1*13:01                                        1.72                                       ND
DRB1*08:01                                        4.47                                       ND
DRB1*01:01                                        7.08                                      0.27
DRB1*03:01                                        7.92                                       ND
DRB1*04:01                                       12.10                                      ND
DRB1*12:01                                       25.89                                      ND
DRB1*07:01                                       31.19                                      ND
DRB1*09:01                                       33.67                                      ND
#HLA-DRB1 molecules are classified based on their predicted binding score. †Binding
scores were generated by IEDB using the consensus method prediction tool. ‡Binding
data are estimated as relative affinities defined as the ratio of the IC50 of the
ADAMTS131239-1253 peptide to the IC50 of each reference peptide. Relative affinities of 20
or less were considered high binders to the HLA-DR molecule. The sequences and
mean IC50 values of the reference peptides were the following: HA306-318

(PKYVKQNTLKLAT) for DR1 (4.61 nM) and DR11 (37.42 nM); A3152-166 (EAEQL-
RAYLDGTGVE) for DR15 (41.46 nM). ND: not done.



cells/106 CD4+ T-cells. Peptides that generated at least twice the
sport-forming cells over the control wells were defined as eliciting
a positive response. 

Results

Few ADAMTS13-derived peptides are strong binders 
to HLA-DRB1*01:01 molecules

We hypothesized that the T-cell epitopes of
rhADAMTS13 correspond to ADAMTS13-derived pep-
tides that bind stably to the groove of class II MHC mole-
cules. The candidate peptides should thus bind with a
high affinity to HLA-DR molecules. Using the IEDB con-
sensus method prediction tool for MHC class II binding,
we first predicted the array of ADAMTS13-derived 15-
mer peptides that bind to the HLA-DRB1*01:01 (DR1)
allele. Altogether, 15 15-mer peptides with unique core
sequences were predicted to be strong binders to HLA-
DR1 with binding scores below 10 (Table 1). The corre-
sponding synthetic 15 peptides were used in binding
assays to determine in vitro affinities for purified HLA-
DRB1*01:01 molecules by competition ELISA. The calcu-
lated IC50 values ranged from 0 to 5000 nM (Table 1). Five
peptides bound to DR1 with an IC50 below 4 nM, an affin-
ity greater than that of the influenza HA306-318 control pep-
tide (IC50 = 4.61 nM). Three peptides revealed a poor bind-
ing capacity with IC50 values 20-fold greater than that of
the HA control peptide, despite a good IEDB-predicted
binding score. 

ADAMTS13-derived peptides activate ADAMTS13-spe-
cific mouse CD4+ T-cell hybridomas restricted to HLA-
DRB1*01:01

To assess whether the ADAMTS13-derived HLA-DR1
binding peptides are T-cell epitopes and are presented to T
cells by antigen-presenting cells, we generated
ADAMTS13-specific CD4+ T-cell hybridomas restricted to
the HLA-DR1 allele. Induction of an anti-rhADAMTS13
immune response in a humanized transgenic HLA-DR1
mouse was confirmed by ELISA (Figure 1A). Cells from
the draining lymph nodes were fused to a TCR-/- partner
(BWZ36) and 95 CD4+ T-cell hybridomas were selected.
Among them, 26 hybridomas produced interleukin-2 fol-
lowing incubation with splenocytes from Sure-L1 mice in
the presence of rhADAMTS13. The 26 hybridomas were
subsequently sub-cloned. 

We next evaluated the activation of the T-cell hybrido-
mas by the 15-mer peptides. The ADAMTS131239-1253 pep-
tide was the only peptide to induce a significant secretion
of interleukin-2 in all the hybridoma cell lines tested (6 of
the 26 rhADAMTS13-reactive T-cell hybridomas; a repre-
sentative result is shown for 1 T cell-hybridoma in Figure
1B). To delineate the T-cell epitope recognized by the T-
cell hybridomas more precisely, overlapping 15-mer pep-
tides that span amino acids 1235 to 1256 were synthe-
sized and assessed for their capacity to activate one of the
T-cell hybridomas (Clone 2G10δ). Significant T-cell activa-
tion was observed for peptides 1237-1251, 1238-1252,
1239-1253, 1240-1254 and 1241-1255 (Figure 1C).
Conversely, peptides 1235-1249, 1236-1250 and 1242-
1256 failed to activate the T-cell hybridoma. Similar
results were obtained with another T-cell hybridoma
(clone 1F5γ, data not shown). These results demonstrate
that the minimal core peptide sequence recognized by the

ADAMTS13-specific DRB1*01:01-restricted T-cell
hybridomas is 1241MLLLWGRLTWR1251. Anchor residues for
binding of peptide 1239-1353 to the HLA groove are high-
lighted in Table 1: L1, W4, R6 and W9.
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Figure 3. The ADAMTS131239-1253 peptide is an immunodominant T-cell epitope
for HLA-DRB1*11 individuals. CD4+ T-cell lines from HLA-DRB1*11 TTP patients
at (A) acute phase or (B) in remission phase of the disease, or from (C) a HLA-
DRB1*11 healthy donor, were stimulated with the ADAMTS13-derived peptides
identified as immunodominant for HLA-DRB1*01. T cells (3x105 cells/well) were
incubated with AAPCDR11 (3x104 cells/well) alone or pulsed with individual peptide
(10 mg/mL), or with the peptide pool (Peptide mix). The number of cells produc-
ing interferon-γ was then assessed by ELISPOT and is expressed as mean num-
ber of spot-forming cells (SFC) per million cells calculated in the case of peptide-
stimulated T-cells minus the SFC obtained in the case of unstimulated cells.
*The 111-125 ADAMTS13-derived peptide is used as a negative control, without
detectable binding to HLA-DRB1*11:01 (data not shown).

A

B

C



The ADAMTS131239-1253 peptide is recognized 
by CD4+ T cells from humanized Sure-L1
HLA-DRB1*01:01 mice

We next asked whether other peptides than the one
identified using the hybridoma technology may be recog-
nized by polyclonal CD4+ T cells from Sure-L1 mice
immunized with rhADAMTS13. Splenocytes and cells
from the draining lymph nodes from three immunized
Sure-L1 mice were stimulated with the individual
ADAMTS13-derived peptides previously identified to
bind to HLA-DRB1*01:01 with a high affinity. Significant
cell proliferation was observed in the case of
ADAMTS131239-1253 peptide (Figure 2A), confirming that
this peptide is a dominant CD4+ T-cell epitope, at least in
mice. 

The ADAMTS13 T-cell epitope identified in humanized
Sure-L1 HLA-DRB1*01:01 mice is presented 
by human antigen-presenting cells

We then investigated whether the ADAMTS131239-1253

peptide is generated by professional human antigen-pre-
senting cells and presented to CD4+ T cells in an HLA-
DRB1*01:01 context. To this end, immature HLA-
DRB1*01:01 Mo-DC were incubated with rhADAMTS13
and with T-cell hybridomas of known specificity for the
1239-1253 peptide. T cells incubated with Mo-DC in the
presence of the ADAMTS131239-1253 peptide presented with
a stimulation index of 22.2±1.9 (Figure 2B). In contrast,
incubation of the cells with the ADAMTS13111-125 control
peptide did not result in T-cell activation (stimulation
index: 1.1±0.0). Interestingly, incubation of T cells and
Mo-DC with rhADAMTS13 induced T-cell activation
with a stimulation index of 3.3±0.6, indicating that
rhADAMTS13 is efficiently processed by human antigen-
presenting cells, and that the ADAMTS131239-1253 peptide is
readily generated. 

The ADAMTS131239-1253 peptide is a dominant T-cell 
epitope in a patient with thrombotic thrombocytopenic
purpura with the HLA-DRB1*01:01 allele

We then assessed whether the ADAMTS131239-1253 pep-
tide is recognized by CD4+ T cells from patients with
acquired TTP. CD4+ T-lymphocytes were isolated from
the blood of a 43-year -old HLA-DRB1*01:01 male, 14
days after the onset of acute acquired TTP. ADAMTS13
activity in this patient was less than 5% of the normal
value due to the presence of inhibitory antibodies directed
to ADAMTS13. A CD4+ T-cell line specific for
ADAMTS13-derived peptides was amplified from the
patient’s peripheral blood mononuclear cells as explained.
After 32 days of culture, the CD4+ T-cell line produced
IFN-γ, as assessed by ELISPOT, following incubation with
Mo-DC from HLA-DR1 healthy donors, pulsed with the
pool of ADAMTS13-derived peptides with high binding
affinity for HLA-DR1, but failed to produce IFN-γ when
incubated with Mo-DC alone (data not shown). We then
incubated the T-cell lines with AAPCDR1 and with each
individual peptide. Together with the ADAMTS131392-1406

peptide, the ADAMTS131239-1253 was the only peptide able
to activate human IFN-γ-producing CD4+ T cells (Figure
2C). Similar results were obtained when the T cells and
ADAMTS131239-1253 peptide were incubated in the presence
of HLA-DR1 Mo-DC (data not shown). Further evaluation
of the ADAMTS131239-1253 peptide by IEDB predicted good
binding scores to HLA-DR11, 15, 13, 8, 3 and 4, which

was confirmed in competitive ELISA at least in the case of
HLA-DR11 and HLA-DR15 (Table 2). T-cell lines were
also generated from one female TTP patient in acute
phase (aged 19, Figure 3A), one female TTP patient in
remission phase (aged 34, Figure 3B) and one 25-year old,
healthy male donor (Figure 3C), all with the HLA-
DRB1*11:01 allele. Reactivity towards the ADAMTS131239-

1253 peptide was detected in the case of the three individu-
als. Together, our data suggest that the ADAMTS131239-1253

peptide is a dominant and promiscuous T-cell epitope in
TTP patients.

Discussion

In the present study, we delineated the ADAMT13-
derived peptides that are potent T-cell epitopes in the con-
text of the HLA-DR1 haplotype. An array of ADAMTS13-
derived peptides that are processed and presented by Mo-
DC had been previously reported in the case of healthy
donors with different HLA-DR haplotypes.13 As many as
11 core peptides had thus been retrieved from the HLA-
DR-binding groove; the peptides spanned six different
domains of ADAMTS13. In order to identify HLA-DR-
restricted T-cell epitopes of ADAMTS13, we took advan-
tage of the humanized Sure-L1 mouse strain. Sure-L1 mice
are invalidated for murine MHC class I and II molecules
and transgenic for HLA-DRB1*01:01. HLA transgenic mice
have been proven to be an appropriate human counterpart
for the characterization of T-cell epitopes derived from
pathogens21 as well as therapeutic proteins.27 In agreement
with this, our results demonstrate that the ADAMTS131239-

1253 peptide, identified as an immunodominant T-cell epi-
tope using in silico prediction, in vitro binding assays and T-
cell hybridoma generation, is processed by human Mo-
DC in vitro and activates CD4+ T cells both in vivo in Sure-
L1 mice, and ex vivo in the case of cells from patients with
TTP. 

The in silico selection of the ADAMTS13-derived pep-
tides was based on the hypothesis that the T-cell epitope
of rhADAMTS13 binds with a high affinity to HLA-DR
molecules. The prediction efficiency of IEDB for HLA
class II–binding peptides has been validated for various
antigens, including human plasma proteins, and correlates
adequately with HLA binding, as measured by competi-
tive ELISA.15-17 For instance, T-cell epitopes of the human
pro-coagulant factor VIII were identified using the
hybridoma technology in an HLA-DR15 transgenic mouse
model upon screening a peptide library spanning the
entire sequence of the protein.27 Our unpublished data
demonstrate a strong correlation between the predicted
IEDB binding score for HLA-DR15 and the CD4+ T-cell
epitope found in this work through hybridoma technolo-
gy (area under the receiver operating characteristic
curve=0.90). In silico prediction may nevertheless be over-
predictive and positively select peptides that do not acti-
vate T cells.28

In the case of ADAMTS13, HLA-DR11 has been identi-
fied as a major risk factor for TTP. Sorvillo et al. identified
11 hypothetical T-cell epitopes following purification
from HLA-DR molecules expressed by ADAMTS13-
loaded Mo-DC from healthy donors with several HLA
haplotypes.13 The ADAMTS13-derived core sequence
1328FINVAPHAR1336 was shown to be preferentially present-
ed by the HLA-DR11 molecule,13 and stimulated CD4+ T
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cells from at least one TTP patient.14 In our hands, the
ADAMTS131325-1339 peptide, that contains the same core
sequence, was predicted to be a strong binder to HLA-
DR1 peptide. However, it failed to bind HLA-DRB1*01:01
and to activate human CD4+ T cells from a DRB1*01:01
patient. Besides, the ADAMTS131325-1339 peptide did not
activate CD4+ T cells from two TTP patients with the
HLA-DRB11 allele. Whether this results from differences
in peptide length and in the nature of the residues adjacent
to the core peptide remains to be determined.29,30 

Our rationale for focusing our study on the HLA-
DRB1*01:01 allele is justified by the availability of an
appropriate transgenic HLA-DRB1*01:01 mouse model,
and by the fact that the HLA-DRB1*01:01 allele is found
in 18% of the patients with acquired TTP10 and in 15 to
30% of the Caucasian population.31 Interestingly, 11 of
the 15 peptides predicted to bind HLA-DR1 by IEDB
were also predicted to have a high affinity for the HLA-
DRB1*11:01 allele. In particular, the unique immuno -
dominant HLA-DRB1*01:01-associated T-cell epitope
characterized in our work, ADAMTS131239-1253, had an
excellent binding score to HLA-DRB1*11:01 (score of 1.2)
and HLA-DRB1*15:01, strong affinity for HLA-
DRB1*11:01 and HLA-DRB1*15:01 in competitive ELISA
(Table 2), and was a target epitope of CD4+ T cells from
two TTP patients and one healthy donor with the HLA-
DRB11 allele. Of note, the ADAMTS131240-1252 peptide,
which shares the identical core peptide with the
ADAMTS131239-1253 peptide, was identified by the study of
Sorvillo et al. in the case of Mo-DC from a patient with
the HLA-DR4/DR13 haplotype.13 Together with our
IEDB prediction, the data suggest that the
ADAMTS131239-1253 peptide exhibits promiscuity for at
least three HLA-DR alleles: DR1, DR11 and DR15.
Additional work including more HLA-DR alleles is
required to determine whether pathogenic recognition of
ADAMTS13 by CD4+ T cells is principally directed to
promiscuous immunodominant epitopes such as the

ADAMTS131239-1253 peptide, or whether private T-cell epi-
topes dominate in the case of HLA-DR alleles that are
predominantly associated with acquired TTP. 

We cannot exclude the existence of additional immuno -
dominant T-cell epitopes potentially overlooked in our
experimental approach. Besides, additional work is
required to link our findings to the Th2 polarization of
CD4+ T cells and production of anti-ADAMTS13 autoan-
tibodies. Nevertheless, identification of the
ADAMTS131239-1253 peptide as a promiscuous immunodom-
inant T-cell epitope may have clinical implications at term.
It should pave the way towards the characterization of the
ADAMTS13-specific CD4+ T-cell response in TTP patients
using ADAMTS131239-1253-loaded HLA-DR tetramers. Such
a tool would provide new insights into the mechanisms
involved in the breakdown of tolerance to ADAMTS13
and should be of clinical relevance for following, in a
quantitative manner, populations of ADAMTS13-specific
T cells in the course of TTP treatment and anticipate
relapse. In particular, confirmation of our results would
lead to identification of prognostic factors (persistence of
specific Th17 T cells, generation of regulatory T cells) that
would help in the decision process regarding pre-emptive
use of rituximab to prevent relapse.32
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In silico calculated affinity of FVIII-derived peptides for HLA
class II alleles predicts inhibitor development in haemophilia
A patients with missense mutations in the F8 gene
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Summary. Forty per cent of haemophilia A (HA)
patients have missense mutations in the F8 gene. Yet,
all patients with identical mutations are not at the
same risk of developing factor VIII (FVIII) inhibitors.
In severe HA patients, human leucocyte antigen
(HLA) haplotype was identified as a risk factor for
onset of FVIII inhibitors. We hypothesized that
missense mutations in endogenous FVIII alter the
affinity of the mutated peptides for HLA class II, thus
skewing FVIII-specific T-cell tolerance and increasing
the risk that the corresponding wild-type FVIII-
derived peptides induce an anti-FVIII immune
response during replacement therapy. Here, we
investigated whether affinity for HLA class II of wild-
type FVIII-derived peptides that correspond to
missense mutations described in the Haemophilia A
Mutation, Structure, Test and Resource database is
associated with inhibitor development. We predicted
the mean affinity for 10 major HLA class II alleles of

wild-type FVIII-derived peptides that corresponded to
1456 reported cases of missense mutations. Linear
regression analysis confirmed a significant association
between the predicted mean peptide affinity and the
mutation inhibitory status (P = 0.006). Significance
was lost after adjustment on mutation position on
FVIII domains. Although analysis of the A1-A2-A3-C1
domains yielded a positive correlation between
predicted HLA-binding affinity and inhibitory status
(OR = 0.29 [95% CI: 0.14–0.60] for the high affinity
tertile, P = 0.002), the C2 domain-restricted analysis
indicated an inverse correlation (OR = 3.56 [1.10–
11.52], P = 0.03). Our data validate the importance
of the affinity of FVIII peptides for HLA alleles to the
immunogenicity of therapeutic FVIII in patients with
missense mutations.

Keywords: factor VIII, immunogenicity, MHC class II,
missense mutations, prediction, T-cell epitopes

Introduction

Haemophilia A (HA) is a rare X-linked bleeding dis-
order that results from mutations in the gene encod-

ing pro-coagulant factor VIII (FVIII). Patients with
HA are distinguished based on the residual levels of
FVIII activity (FVIII:C) measured in their plasma as
compared to normal plasma [1]. Thus, patients with
a severe phenotype present with undetectable FVIII:C
(<1%). Patients with moderate and mild HA in con-
trast have 2–5% and 5–40% of residual FVIII:C in
plasma respectively. The heterogeneity of the popula-
tion of HA patients is further increased by the fact
that some patients with severe HA, referred to as
cross-reactive material (CRM)-positive, present with
circulating mutated molecules of FVIII, while others,
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referred to as CRM-negative, do not. Such a pheno-
typic heterogeneity results from the large variety of
genetic abnormalities that lead to FVIII inactivation.
These include large and small deletions, single base
substitutions leading to nonsense mutations, missense
mutations or alteration of splicing sites, inversions
of intron 1 or intron 22, and deletion/insertion of
nucleotides [2].
Replacement therapy with exogenous human FVIII

is the treatment of choice to control bleeding epi-
sodes in HA patients. Unfortunately, in 5–40% of
the cases, the treatment is complicated by the devel-
opment of an allo-immune response to the injected
drug that culminates in the generation of inhibitory
anti-FVIII antibodies of the IgG isotype [3]. The
occurrence of FVIII inhibitors complicates the clinical
management of the patients, aggravates their quality
of life and considerably increases the costs of treat-
ment [4].
The manner in which the immune system of an indi-

vidual looks at FVIII is dictated by the very presence
and nature of the endogenous molecule, and hence by
the education that T and B lymphocytes undergo dur-
ing their ontogeny in the thymus and bone marrow
respectively. In healthy individuals, FVIII is presented
to and recognized by the immune system. As a result,
natural autoreactive anti-FVIII IgG [5,6] and FVIII-
reactive T cells [7–9] circulate in some non-haemo-
philic individuals that are controlled by neutralizing
anti-idiotypic antibodies [10,11] and regulatory T cells
[12] (reviewed in [13]). The development of a patho-
genic anti-FVIII immune response in non-haemophilic
patients, referred to as ‘acquired haemophilia’, is
therefore an extremely rare event, that occurs in less
than five individual per million every year [14]. In
contrast, the immune system of CRM-negative
patients with HA, is not educated towards FVIII: anti-
idiotypic B cell clones and regulatory T cells are pre-
sumably not generated and the patients have a high
risk of alloimmunization to therapeutic FVIII, which
has empirically been estimated between 15% and
50% [15]. Interestingly, CRM-positive patients with
missense mutations, that constitute about 40% of HA
patients [16], represent an intermediate situation: their
immune system has been educated towards an ‘almost
normal’ FVIII. When therapeutic wild-type FVIII is
administered, with the controversial exception of dif-
ferences in haplotypes [17,18], only the peptide of the
exogenous FVIII molecule corresponding to the pep-
tide of the endogenous FVIII that carries the missense
mutation, does not face regulatory antibodies and T
cells. The latter group of patients is thus partially tol-
erant to exogenous FVIII and presents with a lower
risk of developing FVIII inhibitors, reported to range
from 5% to 10%.
Several risk factors, both genetic and environmen-

tal, have been associated with the development of

FVIII inhibitors. The genetic risk factors include the
severity of HA, and more particularly the type of
genetic abnormality responsible for FVIII impairment
[19], possibly haplotype mismatches between the
endogenous FVIII of the patient and that of the ther-
apeutic exogenous FVIII molecule [17,18], the pres-
ence of polymorphisms in the promoter of genes
implicated in the regulation of the immune response
(i.e. TNF-a, IL-10 and CTLA-4) [20–23] and some
major histocompatibility complex (MHC) class II
haplotypes of the human leucocyte antigen (HLA)
system [23–26].
In the case of patients with missense mutations,

some missense mutations have been associated with
fourfold higher risk of inhibitor development as com-
pared to other missense mutations [16,27]. However,
all patients with the same mutation do not develop
FVIII inhibitors following replacement therapy. Thus,
in a study by Eckhardt et al., of 52 patients with the
Arg593Cys mutations, eight were found to develop
inhibitors [27]. Interestingly, particular HLA class II
haplotypes, such as HLA-DRB1*01, DRB1*11 and
DRB1*15, have been found at higher frequencies in
cohorts of inhibitor-positive patients that shared the
same missense mutation [28]. Taken together, these
observations point towards the importance of the
binding affinity, with the MHC class II molecules of
the patients, of the exogenous peptides derived from
therapeutic FVIII. In this study, we investigated
whether the in silico predicted affinity of peptides
derived from therapeutic FVIII for HLA class II alleles
is associated with the occurrence of FVIII inhibitors in
HA patients with missense mutations.

Methods

HAMSTeRS database on FVIII mutations
associated with haemophilia A

The Haemophilia A Mutation, Structure, Test and
Resource (HAMSTeRS) is the largest repository in the
public domain of genetic anomalies that are responsi-
ble for HA (http://hadb.org.uk/) [29]. At the point in
time when the present analysis was performed, a total
of 3783 cases were registered, representing 3747 cases
with point mutations in the exons of the FVIII
sequence (Table 1). These cases were further filtered
from the analysis in that order: remove cases generat-
ing a nonsense codon (585 cases), keep in the analysis
cases with confirmed antigen expression (i.e. FVIII:Ag
and/or FVIII:C positive, 1129 cases), remove cases
where inhibitory status associated with the mutation
different from ‘no’ or ‘yes’ (571 cases), removing
cases of silent mutations (three cases), removing
mutations in the B domain (three cases – none associ-
ated with inhibitors). Thus, a total of 1456 cases
were considered that corresponded to 500 different
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mutations and 383 different positions on the FVIII
molecule (Table 2). Approximately 64% (321/500) of
the mutations are represented by a single case, 30%
(149/500) are represented by 2–10 cases and 6% (30/
500) are represented by more than 10 cases. The most
represented mutations were R593C (75 cases),
R2150H (50 cases), R2159C (40 cases) and R531C
(34 cases). In some analysis, the cases were subdi-
vided into three classes of severity (severe/moderate/
mild HA) except for 115 cases where this information
was unavailable.

Sequence of wild-type FVIII

The sequence of wild-type human FVIII is available in
the FASTA format from different web sites: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAA52484.1, http://
www.uniprot.org/uniprot/P00451.

IEDB analysis resource

The ‘Immune Epitope Database (IEDB) Analysis
Resource’ website predicts the binding of peptides with
a large number of HLA class II molecules [30]. It pro-
vides five different algorithms: NN-align [31], SMM-
align [32], combinatorial library, average relative bind-
ing – ARB matrix [33], netMHCIIpan [34] and the
Sturniolo method [35]; as well as one meta-algorithm:
the consensus approach [36]. The consensus is applied
whenever the binding can be predicted by three or
more methods. The consensus method has been
reported to achieve a superior performance in detecting
promiscuous MHC class II epitopes as compared to
other methods available in the public domain [37]. For
some alleles, the consensus method is not applicable
due to unavailability of some of the predictors.
The strategy recommended by IEDB in this case is to
choose from the available methods in the following
order of efficiency: consensus > NetMHCIIpan > NN-
align > SMM-align > CombLib. The method thus rec-
ommended by IEDB for the individual alleles studied,
is used in this study. The results are delivered in terms
of ‘percentile ranks’ ranging between 0 and 100, where
0 corresponds to a high binding affinity for a given
HLA allele and 100 to a low binding affinity.
The complete sequence of the FVIII molecule (2351

amino acids) was automatically split into 2337 contig-
uous 15-mer peptides. We selected the 10 HLA class
II alleles that include the most common alleles in Eur-
ope, among those provided on the IEDB website:
HLA DR-B1*0101, 0301, 0401, 0701, 0901, 1101,
1201, 1301, 1501 and 1502. The prediction output
table includes one line for each combination between
a 15-mer peptide and 10 HLA alleles (Table 3). The
working file thus contained 23 370 predicted percen-
tile ranks (2337 9 10) ranging between 0 and 100.

Table 1. Algorithm for selecting appropriate cases from the HAMSTeRS

database.

Number

of cases

remaining

1. All point mutation cases 3783

2. Remove mutations at position <1 and in introns 3747

3. Remove changes to stop codons 3162

4. Remove cases for which FVIII:Ag is less than detection

limit or unknown. If FVIII:Ag is unkown, cases for

which if FVIII:C is less than detection limit or unknown

are omitted

2033

5. Consider only cases with known inhibitor status 1462

6. Remove remaining synonymous mutations 1459

7. Omit mutations in the B domain 1456

8. Predict binding to 10 common HLA-DR-B1 alleles:

0101, 0301, 0401, 0701, 0901, 1101, 1201, 1301, 1501,

1502

HAMSTeRS, Haemophilia A Mutation, Structure, Test and Resource;

HLA, human leucocyte antigen.

Table 2. Characteristics of the selected cases of missense point mutations from the HAMSTeRS database.

Factor VIII gene structure HAMSTeRS database (http://hadb.org.uk/)

Chains and domains

Exons

(region)

Position

of aa*

Number

of cases†
No. of different

aa mutations†
No. of different

locations†
% Mutated

positions‡

Heavy chain 1–14 1–741 706 263 214 28.92

A1 1–8 1–336 248 119 101 30.15

a1 8 337–372 42 9 4 11.43

A2 8–14 373–709 410 132 106 31.55

a2 14 710–741 6 3 3 9.68

Light chain 14–26 1649–2332 750 237 169 24.74

a3 14 1649–1689 65 7 5 12.50

A3 14–19 1690–2019 297 124 93 28.27

C1 20–23 2020–2172 213 56 38 25.00

C2 23–26 2173–2332 175 50 33 20.75

Full protein 1–26 1–2332 1456 500 383 16.39

The B domain has been disregarded from the analysis. HAMSTeRS, Haemophilia A Mutation, Structure, Test and Resource.

*According to Lenting et al. [48].
†For example, in position 282, there are three different amino acids mutations described in the HAMSTeRS database: Arg->Cys (five cases); Arg->His

(eight cases); Arg->Leu (four cases). The Arg->Cys cases are filtered out in accordance with the criteria indicated above.
‡Percentage was calculated as: (no. of different locations)/(no. of amino acids) 9 100. The number of amino acids in the B domain (1648 � 741 = 907)

is not taken into account.
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Statistical analysis

Analysis of the data included the three following fac-
tors: severity of HA in three classes, location of the
mutations on the FVIII heavy (without the B
domain) or light chains and location of the muta-
tions on the FVIII domains (A1, A2, A3, C1, C2
and a1, a2, a3 regions pooled together). Ultimately,
the goal was to study the correlation between inhibi-
tor elicitation (Table 4) and predicted promiscuity of
the peptides of wild-type exogenous FVIII that corre-
spond to the mutated peptides of the endogenous
FVIII of each patient in the HAMSTeRS database.
Each point mutation causes changes to fifteen 15-
mer frames (e.g. Table 3 in the case of R593). For
each allele, only the most probable epitope among
the affected 15-mer peptides (with the minimum per-
centile rank) was considered. The immunogenicity
was predicted by taking the mean of these minima
across the 10 alleles. This synthetic criterion is
referred to as a ‘binding score’ (Table 3). The ‘bind-
ing score’ thus represents the mean predicted affinity
of a peptide towards 10 HLA-DR alleles, which may
also be referred to as the ‘binding promiscuity’ of
the peptide.
Logistic regressions were performed using the Stata

software (version 12, StataCorp LP, College Station,
TX, USA), wherein informative cases in the HAM-
STeRS database represented statistical units, the
dependent variable was the inhibitory status and the
independent variables were the severity of HA (in
three classes), the position (chain and domain) of the
mutation and the ‘binding score’ (automatically split
into three tertiles by the software). This study had
been performed using the HAMSTeRS database
available in October–November 2011. It was repeated
for the sake of the present study using the latest
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Table 4. Proportion of FVIII inhibitors according to the severity of

haemophilia A and to the position of the missense mutations.

No inhibitor Inhibitor %† 95% CI P

Severity* 0.163

Mild 773 49 5.96 4.44–7.8
Moderate 376 33 8.07 5.62–11.14
Severe 99 11 10 5.1–17.19

Domain <0.001

A1 243 5 2.02 0.66–4.64
A2 379 32 7.79 5.38–10.81
A3 283 14 4.71 2.60–7.78
C1 191 22 10.33 6.59–15.22
C2 154 21 12.00 7.58–17.76
a1, a2, a3 111 1 0.89 0.02–4.87

Chain 0.087

Heavy 668 38 5.38 3.84–7.31
Light 693 57 7.6 5.81–9.731
All patients 1361 95 6.52 5.31–7.92

The significant P value is in bold.

*29 missing values.
†Calculated as: (no. of ‘inhibitor’ cases)/(no. of ‘no inhibitor’ cases + no.

of ‘inhibitor’ cases) 9 100.
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update (December 2012). Both analyses yielded identi-
cal results.

Results

Distribution of missense mutations of the FVIII
molecule

We first screened the HAMSTeRS database for
patients with point mutations. We selected cases
where missense mutations in coding sequences were
associated with the detection of FVIII:Ag and FVIII:C
(CRM-positive patients) and where the inhibitory sta-
tus of the patients was reported (Table 1). Our selec-
tion criteria identified 1456 eligible cases of missense
mutations in the A1a1A2a2 and a3C1C2 domains of
FVIII, that accounted for 383 locations of mutated
amino acids on FVIII and 500 different amino acid
replacements (Table 2). The low number of reported
missense mutations in the 907 amino acid-long B
domain of the molecule reflects the fact that this
domain does not play a role in the activity of FVIII.
For this reason, the B domain was not included in the
analysis. Previous reports have ascribed approximately
half of the point mutations in the F8 gene (53%) to
the heavy chain of the FVIII molecule [2]. Using our
selection criteria, a similar percentage of missense
mutations in the F8 gene (54%) was located in the A1
and A2 domains. The selected missense mutations
affected to a greater extent the A1, A2 and A3
domains (30.0 � 1.6%) than the C1 and C2 domains
following correction for the length of each domain
(22.9 � 3.0%, P = 0.038).

Factors associated with the presence of inhibitors in
the HAMSTeRS database

The presence of an inhibitor was reported in 6.52%
of patients with missense mutations (95% CI: 5.31–
7.92%) (Table 4). The severity of HA among patients
with missense mutations was not significantly associ-
ated with the presence of an inhibitor (P = 0.163). In
contrast, the frequency of inhibitor development was
statistically significantly associated with the location
of the mutations on the A1 (2.02%), A2 (7.79%), A3
(4.71%), a1a2a3 (0.89%), C1 (10.33%) and C2
(12%) domains (P < 0.001). It was, however, not
associated with the location of the mutations on the
light or heavy chains of FVIII (P = 0.087).

Association between the predicted binding score
and the presence of inhibitors

A binding score was predicted for each of the wild-type
FVIII peptides that corresponded to the mutated pep-
tides selected from the HAMsTERs database. An
example is provided in Table 3 in the case of R593.
The percentile rank of each of the 15-mer peptides that
encompass R593 was predicted using IEDB for each of
the 10 HLA-DR alleles included in the analysis, thus
generating a 15 9 10 matrix. For each of the
HLA-DR, the minimum percentile rank for the fifteen
15-mer peptides was selected (Table 3). We then calcu-
lated the mean, on the 10 HLA-DR alleles, of the 10
minimum percentile ranks which is referred to as ‘bind-
ing score’ (Table 3). A binding score was generated for
each of the wild-type peptides that corresponded to a
missense mutation reported in the HAMSTeRS data-
base. The binding score of each peptide, that represents
the mean predicted affinity, or promiscuity towards the
10 HLA-DR alleles, was then associated with the inhib-
itor-positive or inhibitor-negative status of the corre-
sponding mutations, as reported in HAMsTERs.
The binding score of the peptides for the 10 HLA

class II alleles was significantly associated with the
presence of an inhibitor (Table 5). Thus, the mean
binding score was 10.01 [9.54–10.48] in the case of
inhibitor-negative cases, and 7.36 [6.32–8.40] in the
case of inhibitor-positive cases (P = 0.002). Impor-
tantly, the significant association persisted following
adjustment for the severity of HA (P = 0.002) and
adjustment for the chain of FVIII carrying the HA-
causing missense mutation (P = 0.004). In contrast, the
significant association was lost following adjustment
on the nature of the domains carrying the mutation.
The binding scores were then transformed into a cat-

egorical variable by splitting them automatically into
tertiles. In agreement with the results of Table 5, the
proportion of inhibitors was significantly greater when
mutations were in peptides with the lowest binding
scores/highest predicted mean affinity (P = 0.006,
Table 6). Bivariate analyses of the proportion of inhibi-
tors depending on severity, on location on the individ-
ual domains of FVIII, or on location on the heavy/light
chain of FVIII yielded P values of 0.168, <0.001 and
0.086 respectively (in agreement with Table 4). The
associations between the proportion of inhibitors and
the binding scores were still statistically significant in
multivariate analysis following adjustment for the

Table 5. Association between the predicted binding scores and the presence of an inhibitor.

No inhibitor n = 795 Inhibitor n = 59 Not adjusted Adjusted on

Mean 95% CI Mean 95% CI t-test KW* Severity Domain Chain

Binding score 10.01 9.54–10.48 7.36 6.32–8.40 0.002 0.005 0.002 0.091 0.004

The significant P values are in bold.

*Kruskal–Wallis rank test.
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severity of HA and for the chain carrying the mutation
(P = 0.0013). In contrast, the statistical significance
was lost in the multivariate analysis following adjust-
ment on the individual domains (Table 6, P = 0.113).
We thus went more into the detail of the importance of
the respective domains in the analysis.
We considered separately the importance of the

pooled A1, A2, A3 and C1 domains vs. that of the C2
domain. The analysis on the A1, A2, A3 and C1
domains yielded a statistically significant association
between the inhibitor-positive status of a mutated pep-
tide and the binding score of the corresponding wild-
type FVIII peptide (Table 7, P = 0.002 respectively).
Likewise, the analysis on the C2 domain alone showed
a significant association between the predicted binding
score and the inhibitory status associated with each
peptide (P = 0.03). However, while the association
matched our initial hypothesis of lower binding scores/
higher predicted mean affinity for the peptides corre-
sponding to inhibitor-associated mutations in the case
of the C1 and A family domains (OR = 0.29 [0.14–
0.60] for the low predicted mean affinity/high binding
score tertile), the OR in the case of the C2 domain
showed an inverse correlation between the binding
score and the inhibitory status: OR = 3.56 [1.10–
11.52] for the low predicted mean affinity/high binding
score tertile. The results suggest that wild-type FVIII
peptides corresponding to mutated peptides on the C2
domain do not bind with a high affinity the entire set

of HLA-DR alleles included in the analysis, and exhibit
a low degree of promiscuity. Thus, in contrast to epi-
topes in the rest of the molecule, C2 domain mutations
associated with the highest risk for inhibitor induction
fall in epitopes with lower promiscuity.

Discussion

The present data show that the predicted mean affinity
of FVIII-derived peptides for several class II HLA
alleles is associated with the occurrence of FVIII

Table 6. Proportion of FVIII inhibitors according to the predicted binding scores.

No inhibitor
Inhibitor Bivariate analysis Multivariate analysis

n n % OR 95% CI P aOR 95% CI P

Binding score†

Low (high affinity) 439 46 9.48 1 0.006 1 0.0013

Intermediate 451 25 5.25 0.53 0.32–0.88 0.48 0.28–0.81
High (low affinity) 471 24 4.85 0.49 0.29–0.81 0.43 0.26–0.72

Binding score¶

Low (high affinity) 1 0.113

Intermediate 0.63 0.37–1.05
High (low affinity) 0.62 0.36–1.07

Severity*‡

Mild 773 49 5.96 1 0.168 1 0.208

Moderate 376 33 8.07 1.39 0.88–2.19 1.33 0.84–2.12
Severe 99 11 10 1.6 0.88–3.48 1.73 0.87–3.44

Domain§

A1 243 5 2.02 1 <0.001 1 <0.001

A2 379 32 7.79 4.1 1.58–10.68 4.52 1.73–11.81
A3 283 14 4.71 2.4 0.85–6.77 2.45 0.87–6.93
C1 191 22 10.33 5.6 2.08–15.06 5.56 2.04–15.12
C2 154 21 12 6.63 2.45–17.94 7.15 2.63–19.44
a1, a2, and a3 111 1 0.89 0.44 0.05–3.79 0.44 0.05–3.84

Chain§

Heavy 668 38 5.38 1 0.086 1 0.138

Light 693 57 7.6 1.44 0.95–2.21 1.39 0.90–2.13
All patients 1361 95

The significant P values are in bold.

*115 missing values.
†Adjusted on severity and chain (for multivariate analysis).
‡Adjusted on chain (for multivariate analysis).
§Adjusted on severity (for multivariate analysis).
¶Adjusted on all individual domain: A1, A2, A3, C1, C2 and a1, a2 and a3 pooled together (for multivariate analysis).

Table 7. Effects of the predicted binding scores and domain of the mis-

sense mutation on inhibitor incidence.

No

inhibitor
Inhibitor Bivariate analysis

Binding score n n % OR 95% CI P

No C2 mutation group*

Low (high

affinity)

384 42 9.86 1 0.002

Intermediate 406 22 5.14 0.58 0.34–1.01
High (low

affinity)

417 10 2.34 0.29 0.14–0.60

C2 mutation group

Low (high

affinity)

55 4 6.78 1 0.03

Intermediate 45 3 6.25 0.92 0.19–4.31
High (low

affinity)

54 14 20.59 3.56 1.10–11.52

All patients 1361 95

The significant P values are in bold.

*A1, A2, A3, C1, C2 and a1, a2 and a3 pooled together.
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inhibitors in HA patients with missense mutations.
Because of the size of the FVIII molecule, it was impos-
sible to confirm the in silico prediction using binding
assays [38]. Importantly, the predicting power of the
IEDB consensus method has been validated earlier by
comparison with real binding data, categorized relative
to a given affinity threshold. Thus, the area under the
receiver operating characteristic curve plotted for an
affinity threshold of 1 lM was ~0.8 [36,39]. Of note,
all peptides found to bind HLA alleles in vitro do not
necessarily induce T-cell responses in vivo [36].
To specifically study the influence of each missense

mutation on the risk to develop FVIII inhibitors, and to
minimize the heterogeneity that could be generated by
the inclusion of cases in which truncated FVIII mole-
cules are produced in the patients or may be presented
in the thymus during T-cell ontogeny, we excluded
from the analysis the missense mutations that were
associated with the absence of production of full FVIII.
Our analysis thus focused on 383 different mutated
amino acids that were associated with 500 different
types of mutations, corresponding to 1456 described
cases (Table 2). Importantly, using the selected cases,
the distribution of missense mutations on the different
domains of FVIII molecules and the distribution of the
inhibitor-associated mutations are essentially similar to
that reported previously [19,40]. Furthermore, our
analysis indicates that, in a population of patients with
missense mutations, and in contrast to analyses that
include the whole population of HA patients [2], the
inhibitory status of the studied cases is not associated
with the severity of HA. This is probably due to the
fact that the patients included in our analysis are all
CRM positive, irrespective of the residual FVIII activity
measured in their in plasma, and, hence, that their
immune system has been educated towards the endoge-
nous mutated FVIII. Our analysis also indicates that
the inhibitory status of the studied cases is not associ-
ated with a preferential location of the mutations on
the heavy or light chain of FVIII [2].
In line with our working hypothesis, our results doc-

ument a statistically significant association between the
predicted mean affinity (promiscuity) of wild-type
FVIII peptides for HLA and the inhibitory status of
each corresponding mutated peptide included in the
analysis. It is noteworthy that the very HLA haplotype
of each of the patients listed in the HAMsTERS data-
base is not available. Thus, our approach merely artifi-
cially links in silico predicted affinities for HLA class II
alleles, of peptides obtained using the published
sequence of wild-type FVIII, with empirical clinical
data on FVIII mutations and inhibitory status. Hence,
the demonstration of a statistically significant associa-
tion pleads in favour of an important role of peptide/
HLA interactions and of the associated shaping of T-
cell repertoires, in providing tolerance to exogenous
FVIII in HA patients. Our results pave the way towards

a confirmation of the predictive value of the mean
affinity (i.e. promiscuity) of wild-type FVIII-derived
peptides on inhibitor development with respect to each
individuals HLA haplotype, in a clinical study wherein
the immune status of CRM-positive patients, the HA-
causing missense mutation and the HLA-DR haplotype
are identified and matched to the in silico predicted
affinity of the corresponding wild-type peptide.
Although such an association had been suggested in

silico by previous studies [41,42], this study highlights
the fact that statistical significance is lost following
adjustment of the multivariate analysis on the
domains on which the mutations are located. In line
with our hypothesis, the analysis including only muta-
tions located on the A1, A2, A3 and C1 domains
yielded a statistically significant association between a
positive inhibitory status of the mutated peptides and
lower binding scores/higher predicted mean affinities
of the corresponding wild-type peptides for HLA class
II. Conversely, the analysis performed on the muta-
tions located in the C2 domain alone indicated that
the positive inhibitory status of the mutated peptides
was found more frequently in wild-type peptides with
lower level of promiscuity for HLA class II alleles.
Our analysis of a mean affinity (binding score) across

10 different HLA class II alleles emphasizes the pres-
ence of promiscuous or immuno-dominant T-cell epi-
topes in the FVIII molecule. van Haren et al. have
isolated FVIII-derived peptides from the monocyte-
derived dendritic cells of four healthy blood donors
with HLA haplotypes that match the alleles included in
this study [43]. The identified peptides originated from
all domains of the FVIII molecule. In contrast to these
findings, a recent study by Steinitz et al. documented
the presence of immuno-dominant peptides in all
domains of the FVIII molecules with the exception of
the C2 domain [44]. Thus, the latter group was able to
generate CD4+ T-cell hybridomas from E17 HLA-
DRB1*1501 transgenic FVIII-deficient mice that prolif-
erated against peptides from the A1, A2, B, A3 and C1
domains. However, although immunization with FVIII
yielded anti-C2 antibodies, none of the T-cell hybrido-
mas reacted to epitopes in the C2 domain. The discrep-
ancy in the results we have obtained with wild-type
peptides corresponding to mutated peptides on C2 and
wild-type peptides corresponding to mutations located
on the rest of the molecule is in line with the above
findings. It further suggests that the multiple factors
defining immunogenicity do not affect equally the dif-
ferent domains of the FVIII molecule. Importantly, a
high binding score/low predicted mean affinity for mul-
tiple alleles does not mean that the peptide is not a
good epitope for some isolated HLA alleles. Indeed, all
mutation sites on the C2 domain were found to corre-
spond to at least one wild-type peptide with a very
favourable binding score/high affinity for a particular
allele (data not shown). For instance, the W2229C
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mutations occur in a region that is predicted to bind
with high affinity to only two HLA-DR alleles
(DRB1*0301 and DRB1*1101), but are associated
with an inhibitor-positive status in 32% of the cases.
Besides, multiple ‘high risk’ F8 genotypes have been
located in the C2 domain of FVIII: W2229C, P2300L,
and N2286K [18,45]. It remains to be elucidated, how-
ever, whether the elevated hydrophobicity of the C2
domain as compared to the other domains of the mole-
cule [46], or the role of the C2 domain in binding to
von Willebrand factor [47] or to phospholipids on acti-
vated membranes, account for the observed differences.
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Steinitz et al.1 recently identified 8 regions of full-length human factor VIII (FVIII) as 

containing immunodominant T-cell epitopes restricted by HLA-DRB1*1501: FVIII-deficient 

HLA-DRB1*1501 transgenic mice were immunized with FVIII, CD4+ T-cell hybridomas 

were generated and used to screen 15-mer peptides shifted by 3 amino-acids spanning the 

whole FVIII molecule. 

This exhaustive study provides a platform to evaluate in silico modeling of T-cell epitopes in 

the case of FVIII, a well-studied immunogenic protein therapeutic2. Indeed, in silico modeling 

has been developed to predict the binding affinity of peptides for different HLA haplotypes, 

allowing anticipation of immunodominant epitopes. However, the most common freely 

accessible epitope database, IEDB3, has been implemented using HLA binding data from 

pathogen-derived peptides4 and predictions have only been validated for foreign antigens5.  

We applied the “consensus” prediction method of IEDB to the entire range of FVIII-derived 

15-mer peptides shifted by one amino-acid for binding to HLA-DRB1*1501 to identify 

immuno-dominant regions on FVIII. In silico predicted regions were then compared to the 

“hybridoma-selected” regions1. The ROC curve indicates that the IEDB tool is a reliable 

predictor of immuno-dominant peptides (AUC=0.90±0.05, Figure 1A). Interestingly, a 

binding score below 3 was the minimal threshold allowing the retrieval of all the immuno-

dominant T-cell epitopes identified by Steinitz et al. Thus, with a score of 3, IEDB predicted 

108 peptides of the 2318 tested peptides as T-cell epitopes. These 108 peptides encompassed 

20 regions of 15 to 26 amino-acids on the FVIII molecule that included the 8 immuno-

dominant regions also identified by Steinitz et al. (i.e., 59 15-mer peptides, Figure 1B). 

Although in silico predicted T-cell epitopes require systematic in vitro validation by direct 

binding to HLA molecules and stimulation of primed CD4+ T cells, prediction tools 

constitute a rapid, reliable and cost-effective alternative to investigate T-cell epitopes on 

proteins for replacement therapy. 
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Figure 1. Prediction of T-cell immunodominant epitopes on human FVIII. Panel A. 

ROC curve for the prediction of FVIII-derived T-cell epitopes using IEDB. The complete 

sequence of the mature FVIII molecule (2332 amino-acids) was automatically split into 2318 

15-mer peptides shifted by 1 amino-acid. The binding scores of the 15-mer peptides to the 

HLA-DRB1*1501 haplotype were predicted on the IEDB Analysis Resource website 

(www.immuneepitope.org/) using the consensus algorithm. In the prediction, lower scores are 

predictive of higher probability for a peptide to bind the tested HLA molecule. In parallel, we 

predicted the binding scores of the 59 15-mer peptides (shifted by 1 amino-acid) derived from 

the 8 immuno-dominant regions characterized by “hybridoma screening”1. The graph depicts 

the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve, wherein the binding scores of the 2318 

peptides were compared to that of the 59 peptides identified by “hybridoma screening”. AUC 

represents the area under the curve (mean±SEM). Panel B. Comparative location of the 

immunodominant regions of human FVIII as identified by “hybridoma screening” and 

as predicted in silico. The panel depicts the different domains of the FVIII molecule: A1-a1-

A2-a2-B-a3-A3-C1-C2. Vertical bars above the FVIII structure indicate the location of FVIII 

regions with immuno-dominant T-cell epitopes as determined by “hybridoma screening”. 

Vertical bars below the FVIII structure indicate the location of FVIII regions with immuno-

dominant T-cell epitopes as predicted by IEDB using a threshold of the binding score below 

3.  
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Summary. The administration of therapeutic factor
VIII (FVIII) to treat or prevent haemorrhages in
haemophilia A patients results, in up to 30% of the
cases, in the development of inhibitory anti-FVIII
antibodies. Much debate has taken place on the
relevance of the nature of the FVIII product as a risk
factor for inhibitor development. Thus, the plasma-
derived vs. recombinant origin, the second vs. third
generation of the product, or the presence of the B
domain have been controversially evoked. A few years
ago, Refacto� AF, a third-generation recombinant B
domain-deleted FVIII was marketed. The aim of this
study was to compare the immunogenicity of Refacto�

AF to that of two recombinant full-length FVIII
products: Helixate� and Advate�. For the three
recombinant FVIII products, we compared the binding
to the mannose-sensitive endocytic receptor CD206,
the dose-dependent endocytosis by immature

monocyte-derived dendritic cells (DCs), the activation
by FVIII-loaded DCs of a FVIII-specific HLA-
DRB1*0101-restricted mouse T-cell hybridoma and the
induction of inhibitory anti-FVIII IgG in FVIII-deficient
mice. At elevated FVIII concentrations, Refacto� AF
was less endocytosed than full-length recombinant
products. At lower concentrations, however, Refacto�

AF was endocytosed by DCs and activated T cells as
well as Helixate� and Advate�. The levels of inhibitory
anti-FVIII IgG induced by Refacto� AF in FVIII-
deficient mice were lower or equal to that induced by
Helixate� and Advate� respectively. The predicted
immunogenicity of Refacto� AF is identical to or lower
than that of the two recombinant full-length FVIII
products available on the French market.

Keywords: factor VIII, haemophilia A, immunogenicity,
inhibitors, prediction, refacto� AF

Introduction

The administration of exogenous therapeutic factor
VIII (FVIII) to haemophilia A patients results, in a
substantial number of cases, in the development of
inhibitory anti-FVIII antibodies, referred to as FVIII
inhibitors. Several categories of risk factors have been
associated with the occurrence of FVIII inhibitors, the
more clearly characterized risk factor being the nature
of the gene abnormality underlying FVIII deficiency
[1], together with differences in HLA haplotypes [2–4]
and polymorphisms in the promoter regions of immune
genes [5–8]. Yet, different levels of immunogenicity of

the different available FVIII concentrates have also
been evoked. Thus, differences in incidence of FVIII
inhibitors have been controversially attributed to the
plasma-derived or recombinant origin of the FVIII
products [9–11]. Similarly, a recent clinical study has
proposed an increased incidence of inhibitor with
recombinant FVIII products of second generation,
which are manufactured using a process that includes
human serum albumin (HSA) in the cell culture med-
ium, but is formulated without HSA as a stabilizer, as
compared to products of the third generation that are
produced and stabilized without human and/or animal
proteins [11,12]. Furthermore, an implication of the B
domain in the immunogenicity of FVIII has been
debatably evoked. Thus, a prospective meta-analysis
study suggested an enhanced FVIII immunogenicity in
previously treated patients upon deletion of the B
domain [13,14]. The latter finding was, however, not
confirmed by the PedNet and Rodin studies [11].
Likewise, early work in FVIII-deficient mice concluded
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to similar immunogenicity of full-length and B
domain-deleted FVIII [15], and studies of the endocy-
tosis of FVIII by human immature monocyte-derived
dendritic cells (MO-DCs), the first step in the
initiation of the immune response to therapeutic
FVIII, indicated equal or lower endocytosis of B
domain-deleted FVIII as compared to full-length FVIII
[16].
A few years ago, a third-generation B domain-

deleted recombinant factor VIII (rFVIII) product,
Refacto� AF, was marketed, the manufacture of
which uniquely includes purification chromatography
by synthetic-affinity ligand rather than murine-based
monoclonal antibody, as well as an HSA-free cell cul-
ture process [17]. In this study, we have compared the
immunogenicity of Refacto� AF to that of Helixate�

and Adate�, two full-length second and third-genera-
tion FVIII products, respectively, that are available on
the French market. In-house in vitro assays and exper-
iments in FVIII-deficient mice suggest that the pre-
dicted immunogenicity of Refacto� AF is lower than
or equal to that of full-length products.

Materials and methods

Preparation of FVIII from therapeutic concentrates

Different commercially available therapeutic FVIII
products were analysed: two full-length recombinant
FVIII (second-generation product Helixate�, CSL-
Behring, Marburg, Germany, and third-generation
product Advate�, Baxter Bioscience, Maurepas,
France), and one recombinant B domain-deleted FVIII
(third-generation product ReFacto� AF, Pfizer, Paris,
France). The different FVIII were solubilized in their
respective excipients and dialyzed against RPMI or
HEPES 10 mM in the presence of 2.5 mM CaCl2 for
3 h at 4 °C. FVIII:Ag and FVIII:C were quantified
using an Asserachrom� kit (Stago, Asni�eres sur Seine,
France) and a chromogenic assay (Dade-Behring, Mar-
burg, Germany), respectively, using human plasma as
standard. All concentrations indicated are based on
the FVIII:Ag values.

CD206 ELISA

ELISA plates (Nunc) were coated with Kogenate�

(10 lg mL�1) for 1 h at 37 °C, and blocked with
10 mM Tris-HCl, 154 mM NaCl pH 7.5, 10 mM
CaCl2, 0.05% (v/v) tween 20 (TTBS) and 3% (w/v)
bovine serum albumin (BSA). Meanwhile, recombinant
human CD206 (rhCD206, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) at 30 lg mL�1 (167 nM) was incubated
with increasing concentrations of recombinant FVIII
[Helixate�, 0–933.9 nM; ReFacto� AF (Pfizer),
0–1006 nM; Advate�, 0–412.5 nM] for 2 h at 37 °C.
The rhCD206 was then incubated with insolublized

recombinant FVIII. Binding of the rhCD206 was
revealed with a goat anti-human CD206 IgG (R&D
Systems, Lille, France) and a donkey anti-goat IgG
coupled to horseradish peroxidase (Santa Cruz Biotech-
nology, Bergheimer, Germany). Binding was measured
at 492 nm after revealing with o-phenylenediamine
dihydrochloride.

Preparation of immature monocyte-derived
dendritic cells

Monocytes from peripheral blood mononuclear cells
were isolated using anti-CD14 magnetic beads (Milte-
nyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) from hepa-
rinized buffy coats of healthy donors in RPMI-1640
medium supplemented with 10% Fetal Calf Serum,
L-glutamine and antibiotics. Adherent monocytes were
cultured in X-VIVO15 medium supplemented with 1%
human AB serum, in the presence of 500 IU human
recombinant IL-4 (R&D Systems, Lille, France) and
1000 IU human recombinant GM-CSF (ImmunoTools,
Friesoythe, Germany) per 106 cells. After 5 days of
culture, the non-adherent immature monocyte-derived
dendritic cells (MO-DCs)-enriched fraction was har-
vested and the immature status was confirmed by the
expression of the following surface phenotypic mark-
ers: CD40, CD80, CD86, CD83, CD1a and HLA DR,
as explained previously [18].

FVIII endocytosis by monocyte-derived dendritic
cells

Immature MO-DCs (4 9 105 cells/well) were incu-
bated in 100 lL of X-VIVO15 with FVIII (0, 50, 100,
200 or 400 IU mL�1), either at 4 °C or 37 °C. After
the incubation period, cells were washed thoroughly
with ice-cold PBS. Intracellular FVIII was recognized
after permeabilization with 0.1% saponin, using the
FITC-labelled monoclonal antibody (mAb77IP52H7,
10 lg mL�1, a kind gift from LFB, Les Ulis, France),
directed to the A2 domain of FVIII. Percentages of
cells positive for FVIII were analysed by flow cytome-
try. Uptake was quantified as the difference in the %
cells at 37 °C and 4 °C.

Activation of FVIII-specific T-cell hybridoma

HLA-A2.1-/HLA-DR1-transgenic H-2 class I-/class
II-knockout mice (Sure-L1 mice) [19] were immunized
subcutaneously with 140 lg of FVIII (Refacto�) in
Complete Freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), and 15 days later with 100 lg recombinant
C2-Fc chimeric protein in Incomplete Freund’s adju-
vant. Cells of lymph nodes were collected 4 days later,
stimulated 72 h with FVIII (Refacto�) and finally fused
with BWZ36 (TCR�/�) cells (a kind gift from Prof N
Shastri, University of California, Berkeley, CA, USA)
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using polyethylene glycol. Of the FVIII-specific DR1-
restricted T-cell hybridomas, we selected the sub-clone
1G8-A2 that secreted IL-2, when incubated with FVIII
and splenocytes from Sure-L1 mice (data not shown).
For T-cell presentation assays, MO-DCs from a healthy
donor with the HLA class II locus DRB1*0101/0301
were generated and cultured for 24 h in 96 round bot-
tom plates with the 1G8-A2 FVIII-specific T-cell
hybridoma (ratio 1:10) in the presence of the different
FVIII preparations. Il-2 secretion by activated T cells
was measured in the supernatant by ELISA (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA).

Mice

Mice were 8-week-old, exon 16 FVIII-deficient males
with an agouti background (a kind gift from Prof H.H.
Kazazian, Department of Genetics, University of Penn-
sylvania School of Medicine, Philadelphia, PA, USA)
[20,21]. Mice were treated at day 0, 7, 14, 21 and 28
by retro-orbital intravenous injection with 1 IU of
FVIII:Ag. Blood was drawn by retro-orbital bleeding
5 days after the 4th administration of FVIII. Decomple-
mented plasma was kept at �20 °C until use. Groups
of 7–8 mice were used in each set of experiments. Ani-
mals were handled in agreement with local ethical
authorities (Comit�e R�egional d’�Ethique p3/2005/002).

Titration of anti-FVIII IgG

ELISA plates (Nunc) were coated with FVIII
(2 lg mL�1, Recombinate�), 1 h at 37 °C, and
blocked with PBS-1% BSA. Serum dilutions were then
incubated for 1 h at 37 °C. Bound IgG was revealed
using a HRP-coupled monoclonal anti-mouse IgG and
substrate. The mouse monoclonal anti-FVIII IgG mAb6
(a gift from Prof. J.M. Saint-Remy, KUL, Belgium) was
used as standard. Levels of anti-FVIII IgG are presented
in lg mL�1 equivalent to the mAb6 standard.

Titration of FVIII inhibitors

Decomplemented plasma was incubated with a stan-
dard pool of human plasma (Siemens, Saint-Denis,
France) for 2 h at 37 °C. The residual pro-coagulant
FVIII activity was measured using the ‘FVIII chromo-
genic assay kit’ following the manufacturer’s recom-
mendations (Siemens). Bethesda titres, expressed in
BU mL�1, are defined as the reciprocal of the dilution
of plasma that produces 50% residual FVIII activity.

Results

Binding of Refacto� AF to CD206

CD206 was found to bind to immobilized FVIII in
ELISA (data not shown), confirming that FVIII is a

ligand for CD206 [22]. The concentration of CD206
required to reach 50% of binding was equal to
2.1 � 0.9, 2.7 � 1.4 and 7.1 � 2.6 nM (mean � SD)
in the case of Helixate�, Advate� and ReFacto� AF
respectively. The different FVIII products at varying
concentrations were then preincubated with a constant
amount of rhCD206. The residual binding of
rhCD206 to immobilized FVIII was then measured. In
all the cases, the presence of soluble FVIII inhibited
the binding of CD206 to coated FVIII (Fig. 1). The
competition ELISA allowed to estimate the equilib-
rium constants that characterize the interaction of
recombinant FVIII with rhCD206. Values obtained
were: 149 � 33 nM (mean � SEM) in the case of He-
lixate�, 44 � 6 nM in the case of Advate� and
293 � 186 nM in the case of Refacto� AF. Similar
experiments using Refacto� yielded a KD of 218 � 63
nM (data not shown).

Endocytosis of Refacto� AF by human dendritic
cells and activation of a FVIII-specific T-cell
hybridoma

We then compared the dose-dependent endocytosis of
the different FVIII products by human immature
MO-DCs. We reported previously that the endocytosis
of Kogenate�/Helixate� and Advate� follow similar
dose-dependency [16]. In contrast, the endocytosis of
Helixate� was more pronounced than that of ReFacto�

AF (Fig. 2). A linear regression analysis indicated that
the slopes of the curves of FVIII endocytosis by
MO-DCs were significantly different between
Helixate� and ReFacto� AF: 0.093 � 0.018 and
0.046 � 0.012 respectively (P = 0.031).
In the next step, the processing of the endocytosed

FVIII and presentation of FVIII-derived peptides were
compared in a T-cell stimulation assay, wherein the
dendritic cells (DCs) loaded with varying concentra-
tions of the different FVIII products were incubated
with a mouse CD4+ T-cell hybridoma specific for
human FVIII presented in the HLA-DRB1*0101 con-
text. MO-DCs loaded with the three different FVIII
activated the T-cell hybridoma to a similar extent
(Fig. 3). This result is consistent with the fact that the
amount of endocytosed FVIII by MO-DCs was similar
for the three products at the lowest FVIII concentra-
tions (i.e. below 100 IU mL�1, Fig. 2).

Immunogenicity of Refacto� AF in FVIII-deficient
mice

We compared the immunogenicity of the three FVIII
products in FVIII-deficient mice. Mice were treated
weekly with 1 IU of FVIII and the immune responses
were assessed by measuring both anti-FVIII IgG in
ELISA and FVIII inhibitors in a coagulation assay.
The experiments were performed independently two
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times yielding similar results. The pooled data are
depicted in Fig. 4 (Panels A and B). In both experi-
ments, about four mice (13–14%) developed a negligi-
ble IgG immune response to FVIII or did not develop
anti-FVIII IgG at all. Conversely, all FVIII products
induced inhibitory anti-FVIII IgG in some haemophilic
mice. The levels of anti-FVIII IgG and inhibitory titres
did not differ between the groups of mice treated with
Advate� or ReFacto� AF. In contrast, Helixate�

induced more dispersed responses among the treated

mice. As a result, mice treated with Helixate� devel-
oped significantly higher levels of anti-FVIII IgG and
of FVIII inhibitors than mice treated with Advate� or
ReFacto� AF.

Discussion

The immunogenicity of protein therapeutics in patients
is generally appreciated empirically during the pre-
licensure clinical trials that test the efficacy and safety

Fig. 1. Interaction of ReFacto� AF with CD206. Recombinant human CD206 (30 lg mL�1) was preincubated with increasing concentrations of each FVIII

product. Samples were then incubated with immobilized FVIII (Kogenate�/Helixate�). The bound rhCD206 was revealed and is expressed as the % of the

amount bound in the absence of soluble FVIII. Full circles indicate means � SEM of one to four independent experiments. The full line curve indicates data

fitted to the Michaelis–Menten equation (R2 ≥ 0.96). KD values represent the apparent affinity at equilibrium.

Fig. 2. Dose-dependent endocytosis of ReFacto� AF by DCs. Five-day-old

monocyte-derived human DCs were incubated in X-VIVO15 medium con-

taining 0–80 lg mL�1 (0–400 UI mL�1) of either Kogenate�/Helixate� or

ReFacto� AF. Results are means of seven independent experiments. Error

bars indicate SEM.

Fig. 3. Activation of FVIII-specific T cells by FVIII-loaded human

MO-DCs. Five-day old immature MO-DCs from a healthy donor with the

HLA class II DRB1*0101/0301 haplotypes were cultured with the 1G8-A2

FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted mouse T-cell hybridoma in the

presence of the different FVIII preparations (3, 10 and 30 IU mL�1). Super-

natant was collected after 24 h and the IL-2 secreted by activated T cells

was measured. Representative of three experiments (means � SEM).
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of the drug on a relatively small number of patients,
and in postmarketing surveillance studies wherein the
safety of the pharmaceutical drug is followed in larger
patient cohorts after release of the therapeutics. To
date, however, very few approaches allow anticipation
of the immunogenicity of protein therapeutics prior to
administration to the patients. Predictive approaches
for drug immunogenicity have been established from
the knowledge immunologists have of the initiation of
immune responses towards protein antigens. Initiation
of an immune response against a protein requires that
the protein be endocytosed by antigen presenting cells
(AgPC), in a context wherein the AgPC receive matura-
tion signals, and that the protein-derived processed
peptides be presented to the T-cell receptor of na€ıve
CD4+ T lymphocytes by major histocompatibility com-
plex (MHC) class II molecules. The na€ıve protein-spe-
cific T cells are then activated, proliferate and bring
about the necessary triggers for the specific immune
response to proceed. In line with this, a strategy to
anticipate the immunogenicity of protein therapeutics
relies on the in silico prediction of T-cell epitopes, using
for instance freely available softwares such as IEDB
[23,24], that is generally confirmed using in vitro bind-
ing assays – the prediction of T-cell epitopes, however,
merely evaluates the probability for peptides derived
from the protein therapeutics to be presented by MHC
class II molecules to CD4+ T cells. Conversely, an alter-
native prediction strategy consists in monitoring the
capacity of the drug to promote the in vitro prolifera-
tion of CD4+ T lymphocytes originating, in most of the

cases, from healthy individuals [25]. T-cell proliferation
assays thus evaluate the clonal frequency of T cells that
are specific for the protein therapeutics in a normal
immune repertoire with no warranty that the same is
true in the patients who receive the drug as therapy.
Besides, owing to variability in MHC class II mole-
cules, T cells from different individuals often recognize
distinct epitopes, in a given protein antigen. Immunoge-
nicity in appropriate animal models is also an impor-
tant aspect of preclinical development of a protein
therapeutic. In this work, we concentrated on alterna-
tive steps of the immune response to therapeutic FVIII
[26] to compare the immunogenicity of Refacto� AF
with that of Helixate� and Advate�. We studied the
capacity of the different FVIII products to bind to a
recently identified endocytic receptor for FVIII, i.e.
CD206, and to be endocytosed by AgPC. We also com-
pared the capacity of the endocytosed FVIII products to
be presented to FVIII-specific T cells. Lastly, we evalu-
ated the capacity of FVIII to elicit inhibitory anti-FVIII
antibodies in FVIII-deficient mice.
Our earlier studies on the dose-dependent endocyto-

sis of FVIII by immature MO-DCs had indicated that
Kogenate� and Advate�, that are full-length recombi-
nant products of the second and third generation,
respectively, are internalized following identical kinet-
ics [16]. In this work, we observed that the endocyto-
sis of Refacto� AF is lower than that of Helixate�.
We had demonstrated that the endocytosis of FVIII by
immature MO-DCs implicates at least in part the
mannose-sensitive receptor CD206, that preferentially

Fig. 4. Immunogenicity of ReFacto� AF in FVIII-deficient mice. Helixate�, Advate� and ReFacto� AF were administered iv to FVIII-deficient mice once a

week for 4 weeks. Mice were bled 5 days after the last FVIII injection and anti-FVIII IgG in serum were quantified by ELISA using a mouse monoclonal anti-

FVIII IgG as a standard (amounts expressed in lg mL�1 mAb6-equivalent, Panel A) and by the modified Bethesda assay (Panel B). The figure depicts results

(means � SEM) pooled from two independent experiments (14–15 mice per group). Levels of anti-FVIII immune responses were identical in the case of each

product in the two experiments. Differences in levels of anti-FVIII IgG and FVIII inhibitors were statistically assessed using a one-way ANOVA.
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binds to mannose-ending glycans located at Asn239
(A1 domain) and Asn2118 (C1 domain) [22]. Accord-
ingly, the apparent affinity of Refacto� AF for CD206
was estimated to be equal to or lower than that of
Helixate� and Advate�.
While the levels of endocytosis of Refacto� AF were

lower than that of Helixate� at the highest concentra-
tions used in the assay, they were identical when FVIII
concentrations ≤100 IU mL�1 were used. To investi-
gate whether dendritic cells loaded with low doses of
FVIII are able to activate FVIII-specific CD4+ T cells
irrespective of the nature of the FVIII product used in
the assay, we generated a mouse T-cell hybridoma
that is specific for human FVIII and that is restricted
to the HLA-DRB1*0101 haplotype. Although the
HLA-DRB1*0101 haplotype has not been positively
associated with the occurrence of FVIII inhibitors in
large cohorts of patients with severe haemophilia A
[2–4], HLA-DRB1*0101 has ben identified in inhibi-
tor-positive patients with mild haemophilia [27,28].
The HLA-DRB1*0101-restricted T-cell hybridoma,
while not accounting for the diversity of the HLA
alleles among the haemophilia population, allows to
validate the endocytosis, processing and presentation
of FVIII-derived peptides to CD4+ T cells by human
DCs. Of note, because the T-cell hybridoma originates
from the memory T cells of a hyper-immunized ani-
mal, it is activated in vitro by immature DCs and does
not require matured DCs and co-stimulatory signals in
addition to the TcR-peptide-MHC axis for optimal
T-cell activation. Incubation of Refacto� AF at 3, 10
or 30 IU mL�1 with immature DCs induced levels of
IL-2 secretion by the T-cell hybridoma similar to that
induced by DCs incubated with Helixate� or Advate�

at the same concentrations, suggestive of an identical
degree of in vitro predicted immunogenicity for the
three FVIII products. In agreement with these data,
the intravenous administration to FVIII-deficient mice
of replacement doses of B domain-deleted FVIII
induced levels of inhibitory anti-FVIII IgG that were
identical to that induced by Advate�, and although
significantly lower, in this series of experiments, than
that induced by Helixate�.
The B domain of FVIII has no documented role in

coagulation: it is dispensable for the pro-coagulant
activity of FVIII as it is removed from the molecule

upon cleavage and activation by thrombin [29]. The B
domain has, however, been proposed to play a role in
FVIII secretion as well as in FVIII half-life. Thus, the
B domain of FVIII carries up to 17 glycosylation sites
that participate in the intracellular trafficking of FVIII
from the endoplasmic reticulum to the Golgi appara-
tus, either linked to LMAN1 [30] or to calreticulin
[31]. Conversely, N-acetyl-D-galactosamin-ending gly-
cans on the B domain of FVIII have been shown to
participate in the asialoglycoprotein receptor-mediated
catabolism of FVIII in vivo when they are not capped
by sialic acid residues [32]. To our knowledge, there
is no evidence that the B domain of FVIII is involved
in the immunogenicity of FVIII. Potential mannose-
ending glycans on the B domain were not found to
play a role in the endocytosis of FVIII by MO-DCs
through mannose-sensitive pathways [22]. Likewise,
blocking galactose-binding receptors failed to prevent
FVIII uptake by immature MO-DCs. In agreement
with this, B domain-deleted FVIII was never confi-
dently reported as more immunogenic than full-length
products in patients with haemophilia A [11–14].
Taken together with these pieces of information, our
data suggest that Refacto� AF, a novel third-genera-
tion B domain-deleted recombinant FVIII product, is
not predicted to be immunologically different from
other full-length products currently on the market.
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Development of neutralizing antibodies against therapeutic
Factor VIII (FVIII) is the most serious complication of the treat-
ment of hemophilia A. There is growing  evidence to show the

multifactorial origin of the anti-FVIII immune response, combining
both genetic and environmental factors. While a role for the comple-
ment system on innate as well as adaptive immunity has been docu-
mented, the implication of complement activation on the onset of the
anti-FVIII immune response is unknown. Here, using in vitro assays for
FVIII endocytosis by human monocyte-derived dendritic cells and pres-
entation to T cells, as well as in vivo complement depletion in FVIII-
deficient mice, we show a novel role for complement C3 in enhancing
the immune response against therapeutic FVIII. In vitro, complement C3
and its cleavage product C3b enhanced FVIII endocytosis by dendritic
cells and presentation to a FVIII-specific CD4+ T-cell hybridoma. The
C1 domain of FVIII had previously been shown to play an important
role in FVIII endocytosis, and alanine substitutions of the K2092, F2093
and R2090 C1 residues drastically reduce FVIII uptake in vitro.
Interestingly, complement activation rescued the endocytosis of the
FVIII C1 domain triple mutant. In a mouse model of severe hemophilia
A, transient complement C3 depletion by humanized cobra venom fac-
tor, which does not generate anaphylatoxin C5a, significantly reduced
the primary anti-FVIII immune response, but did not affect anti-FVIII
recall immune responses. Taken together, our results suggest an impor-
tant adjuvant role for the complement cascade in the initiation of the
immune response to therapeutic FVIII.
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ABSTRACT

Introduction

Hemophilia A is a rare X-linked inherited hemorrhagic disorder consecutive to
the absence of functional pro-coagulant Factor VIII (FVIII). Prevention or treatment
of bleeding consists of replacement therapy with exogenous FVIII. However, up to
30% of the patients develop antibodies of IgG isotype that neutralize the procoag-
ulant activity of therapeutic FVIII, and are referred to as FVIII inhibitors.1 The
immune response that develops against therapeutic FVIII is thought to be a classical
T-cell dependent immune response to a foreign glycoprotein antigen. Thus, the
antibody response and the nature of the implicated T cells have been extensively
characterized.2 The initiation of a naïve T-cell-dependent immune response
requires that the antigen-presenting cells (APCs) endocytose the target antigen. The
APCs also need to receive appropriate maturation signals, referred to as “danger
signals”, in order to mature and present the processed antigen to CD4+ T cells in an
immunogenic context. In the case of the immune response to therapeutic FVIII, the



nature of the danger signals that adjuvant the anti-FVIII
immune response and permit activation of naïve FVIII-
specific CD4+ T cells is not known. A role for bleeding and
inflammation in the development of FVIII inhibitor has
been proposed by several authors.3-5

The in vitro study of FVIII endocytosis has consistently
been performed using serum-free medium or medium
containing heat-inactivated serum,6-10 thus ignoring a
potential role for the complement system in the observed
mechanism. The complement system plays a major role in
the development of immune responses.11 It is an integral
part of the innate and adaptive host defense. Complement
activation occurs through different pathways: the classical
pathway is triggered by C1q binding to immune complex-
es, the lectin pathway is triggered by the binding of man-
nose binding lectin to mannose residues on pathogens,
and the alternative pathway is spontaneously and contin-
uously activated at a low rate (i.e. spontaneous C3 tick-
over).12,13 Inappropriate complement triggering is patho-
genic and has been associated with autoimmune reac-
tions.14

In the present work, we investigated the role of the
complement system in the initiation and development of
the anti-FVIII immune response. We demonstrate that
transient depletion of complement using humanized
cobra venom factor (hCVF) dampens the intensity of the
primary anti-FVIII immune response in FVIII-deficient
mice. We propose that initiation of the anti-FVIII immune
response involves, at least in part, facilitation of FVIII
endocytosis by C3 and its activation fragment C3b. 

Methods

Antibodies and reagents
Full length FVIII was either a kind gift from CSL-Behring

(Helixate® NexGen, Marburg, Germany) or  from Baxter
(Recombinate®, Maurepas, France). Recombinant human A disin-
tegrin and metalloprotease with thrombospondin type I repeats-
13 (ADAMTS-13) was a kind gift from Baxter. Complement
human proteins Factor B, Factor D, C3, C3b and C3-depleted
serum were purchased from Complement Technology
(Comptech, TX, USA) and Merck Millipore (Merck Chemicals
Ltd., Nottingham, UK). Human serum was obtained from AB
blood type healthy donors. Antibodies against CD1a, CD3, CD14,
CD40, CD83, CD86, HLA-DR, CD206, low density lipoprotein
receptor-related protein (LRP, CD91), CD209, CD68 and APC-
labeled Annexin V were purchased from BD Pharmingen (San
Jose, CA, USA). Antibody against CD20 was purchased from
eBiosciences (San Diego, CA, USA). 

The biotinylated monoclonal mouse anti-human FVIII antibody
GMA-8015 and sheep polyclonal anti-human FVIII (SAF8C) were
from Green Mountain Antibodies (Burlington, VT, USA) and
Affinity Biological (Ancaster, Canada). The monoclonal anti-
human FVIII antibody 77IP52H7 was a kind gift from LFB (Les
Ulis, France). The biotinylated monoclonal mouse anti-human
ADAMTS-13 antibody (20A5) and polyclonal goat anti-mouse
C3b/iC3b (clone A209) were from Clinisciences (Nanterre, France)
and Quidel (San Diego, USA), respectively. 

Generation and production of recombinant wild-type or
mutated FVIII, and of humanized cobra venom factor

The wild-type human B-domain-deleted (BDD) FVIII (FVIIIHSQ)
and the R2090A-K2092A-F2093A FVIII mutant (FVIIIC1) were gen-
erated and purified as described previously.15,16 Preparation of the

plasmid expressing HC3-1496, and expression and purification of
HC3-1496 were performed as described previously for the prepa-
ration of pMB-HC3-1348.17 Details are provided in the Online
Supplementary Appendix. 

Generation of human immature monocyte-derived 
dendritic cells and monocyte-derived macrophages 

Monocytes were isolated from the blood of healthy donors
using anti-CD14+ magnetic microbeads (Miltenyi Biotec, Paris,
France). Monocytes were incubated in RPMI-1640 (Lonza,
Verviers, Belgium) supplemented with GM-CSF (1000 IU/106 cells)
and IL-4 (500 IU/106 cells) (Miltenyi Biotec) for five days to gener-
ate immature monocyte-derived dendritic cells (MO-DCs). The
immature status was confirmed by flow cytometry (LSR II, BD
Biosciences, Le Pont au Claix, France) with a CD1a, CD14, CD80,
CD86, CD83, CD40 and HLA-DR staining. To differentiate mono-
cytes into macrophages (MO-Φ), cells were plated in RPMI-1640
supplemented with M-CSF (ImmunoTools, Friesoythe, Germany,
100 ng/106 cells) for five days. Macrophage phenotype was con-
firmed by flow cytometry with CD68 staining. 

Isolation of circulating human blood dendritic cells 
Circulating dendritic cells (DCs) were isolated from the blood of

healthy donors using the Blood Dendritic Cell Isolation Kit II
(Miltenyi Biotec). Purity was assessed as more than 80% by flow
cytometry using exclusion staining based on CD3, CD14 and
CD20.

Uptake of antigens by immature MO-DCs 
FVIII (50 nM, Helixate®), FVIIIHSQ (50 nM), FVIIIC1 (50 nM),

ADAMTS-13 (50 nM) conjugated to Dylight 633 (Thermo
Scientific, Courtaboeuf, France) or human Factor IX (50 nM,
Benefix, Pfizer, France) were incubated with 20% normal serum
(NS), heat-inactivated (56°C for 30 min) serum (HIS) or C3-deplet-
ed serum (ΔC3) in RPMI-1640 at 37°C for 1 hour (h). When indi-
cated, FVIII or Dylight 633-labeled ADAMTS-13 were incubated
with C3 (250 mg/mL), Factor B (50 mg/mL) and Factor D (1 mg/mL)
or with C3b (250 mg/mL) in 20 mM HEPES 150 mM NaCl 10 mM
MgCl2 for  1 h at 37°C. Samples were then incubated with 5-day-
old immature MO-DCs (2.105 cells/100 mL) for 2 h at 4°C or 37°C.
Cells were washed with ice-cold phosphate buffer saline, fixed
with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich). In the case of FVIII,
cells were permeabilized using 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) and
stained with an FITC-conjugated monoclonal mouse anti-human
FVIII IgG (77IP52H7). Cells were analyzed by flow cytometry and
data were computed using the BD FACS Diva software (v.6.1, BD
Biosciences). The uptake was quantified as the difference in the
median fluorescence intensities between 37°C and 4°C (ΔMFI37°C-

4°C) to exclude the signal generated by the binding of FVIII to the
cell surface. 

Stimulation of an FVIII-specific HLA-DRB1*0101-
restricted mouse CD4+ T-cell hybridoma

Activation of the HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T-
cell hybridoma specific for human FVIII (1G8-A2), was assessed as
described previously.18 FVIII (10 nM) was incubated with 20% NS,
HIS or ΔC3 serum in RPMI-1640 supplemented with 2 mM CaCl2
and 10 mM MgCl2 for 1 h at 37°C. Samples were then incubated
with 5-day-old MO-DCs (104 cells/condition) generated from
healthy donors with the DRB1*0101 haplotype, for 2 h at 37°C to
allow FVIII uptake. MO-DCs were then washed, suspended in X-
VIVO15 medium, and co-cultured with 105 1G8-A2 CD4+ T cells
for 18 h at 37°C. Controls included T cells incubated alone, or
incubated with MO-DCs in the presence of concanavalin A (2
mg/mL, Sigma-Diagnostics, MO, USA) or in the absence of FVIII.
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Levels of interleukine-2 secreted by T cells were assessed using BD
OptEIA™ mouse IL-2 ELISA set (BD Biosciences).

FVIII binding to immobilized C3b by ELISA
C3b was coated on ELISA plates at 10 nM in sodium bicarbon-

ate buffer (pH 9.4) overnight at 4°C. Wells were blocked in PBS-
5% bovine serum albumin (BSA). FVIII was diluted in blocking
buffer and incubated on C3b-coated wells for 1 h at 37°C. Bound
FVIII was revealed using a biotinylated monoclonal mouse anti-
human FVIII antibody GMA-8015, streptavidin-HRP (R&D
Systems, Lille, France) and the HRP o-phenylenediamine dihy-
drochloride substrate (OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
As a control, bound ADAMTS-13 was revealed using the biotiny-
lated mouse anti-human ADAMTS-13 antibody, 20A5.

Co-localization of FVIII and C3b by 
immunofluorescence

FVIII (50 nM, Helixate®) or buffer alone were incubated in the
presence of 20% HIS or NS for 1 h at 37°C in RPMI-1640. The
mixture was added on MO-DCs (250,000 cells) for 2 h at 37°C.
After washing with ice-cold PBS, cells were fixed using 3.7%
paraformaldehyde and permeabilized. FVIII and C3b/iC3b were
recognized after incubation with anti-human FVIII SAF8C (2
µg/mL) and a polyclonal anti-mouse C3b/iC3b (10 mg/mL) anti-
body for 30 minutes (min) at room temperature under agitation
followed by the addition of the secondary A647-conjugated don-
key anti-sheep IgG and A488-conjugated goat anti-mouse IgG
(Molecular Probes, Eugene, USA), respectively. After washing,
nuclei were stained with Hoecht®33342 (Sigma-Aldrich) and den-
dritic cells were plated onto poly-L-lysine coated slides using
cytospin centrifugation (5 min at 1500 rpm), and mounted in
ProLong Diamond Anti-Fade Mountant (Molecular Probes).
Images were acquired with LSM 710 confocal microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany).

Animals and administration of FVIII
Exon 16 FVIII-deficient mice on the C57Bl/6 background (a gift

from Prof. H.H. Kazazian, University of Pennsylvania School of
Medicine, Philadelphia, PA, USA) were 8-15 weeks old. Mice were
injected intravenously with 1 mg human recombinant FVIII
(Helixate®) once a week for four weeks. Blood was collected five
days after the last FVIII administration. Plasma was isolated and
kept at -80°C until use. 

In vivo complement blockade
Complement was depleted in FVIII-deficient mice by intraperi-

toneal injection of 20 mg of hCVF. Importantly, hCVF does not
cleave C5.19 C3 levels in plasma were measured by sandwich
ELISA, using a polyclonal goat anti-mouse C3 antibody (MP
Biomedicals, Illkirch, France) to capture C3 and a biotinylated
polyclonal goat anti-mouse C3 antibody, followed by strepta-
vidin-HRP and OPD substrate, to reveal bound C3. hCVF admin-
istration occurred 6 h prior to FVIII administration.

Titration of anti-FVIII IgG and FVIII inhibitors 
ELISA plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with FVIII

(1 mg/mL, Recombinate®) overnight at 4°C. After blocking with
PBS-1% BSA, plasma was incubated for 1 h at 37°C. Bound IgG
were revealed using an HRP-coupled polyclonal goat anti-mouse
IgG antibody (Southern Biotech, Anaheim, CA, USA) and the
OPD substrate. Absorbance was read at 492 nm. The monoclonal
mouse FVIII heavy chain-specific IgG mAb6 (a gift from Dr J.M.
Saint-Remy, Katholieke Universiteit Leuven, Leuven, Belgium)
was used as a standard. FVIII inhibitors were measured by incu-
bating heat-inactivated mouse plasma with human standard plas-

ma (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany) for 2 h
at 37°C. The residual FVIII pro-coagulant activity was measured
using a chromogenic assay (Siemens Healthcare Diagnostics).
Results are expressed in Bethesda Units (BU/mL) that correspond
to the reciprocal dilution of the mouse plasma that yields 50%
residual FVIII activity. 

Ethical considerations 
Mice were handled in agreement with French ethical authorities

(authorization ns. 02058.04 and 8275.02). Ethical committee per-
mission was obtained for the use of buffy bags from healthy
donors to isolate monocytes.

Results

Complement in FVIII endocytosis by MO-DCs and blood
DCs but not MO-Φ

We first assessed FVIII endocytosis by MO-DCs using
flow cytometry. Incubation of FVIII with immature
human MO-DCs in the presence of normal serum (NS)
resulted in a 1.86±0.61-fold increase in FVIII uptake as
compared to incubation in the presence of heat-inactivat-
ed serum (HIS)  (P<0.01) (Figure 1A). The deposition of
C3b at the cell surface upon incubation of immature MO-
DCs in the presence of NS at 37°C (Figure 1B) confirmed
complement activation. No deposition of C3b occurred
when cells were incubated in the presence of C3-depleted
serum. Opsonization of the cells by C3b was associated
with an increased binding of FVIII to MO-DCs, as
assessed by incubation at 4°C (P<0.05) (Figure 1C).
Interestingly, a direct binding of FVIII to immobilized C3b
was observed by ELISA (Figure 1D), while ADAMTS-13,
used as a control antigen, failed to bind to C3b. In line
with this, immunofluorescence confirmed the co-localiza-
tion of FVIII and C3b on MO-DCs (Figure 1E and Online
Supplementary Figure S2). Taken together, the data suggest
a role for C3b in facilitating FVIII capture and internaliza-
tion by MO-DCs. Of note, incubation with NS did not
significantly modify the expression of LRP (CD91) and
CD206 (two endocytic receptors for FVIII) or DC-SIGN
(CD209) (Online Supplementary Figure S1). 

Incubation of FVIII with purified circulating blood DCs
from healthy donors in the presence of NS yielded a 3-fold
increase in FVIII uptake (P<0.05) (Figure 2A), while it had
only a marginal effect on FVIII uptake in the case of 
MO-Φ (Figure 2B). Interestingly, the presence of comple-
ment did not alter the endocytosis by MO-DCs of human
recombinant ADAMTS-13 and Factor IX, used as control
antigens (Figure 2C and D). 

Complement C3 participates in FVIII endocytosis by
MO-DCs leading to presentation to CD4+ T cells

Because the complement C3 molecule is the central
component of the complement cascade, and because FVIII
directly binds to C3b in ELISA and co-localizes with C3b
on the cells, we assessed the involvement of C3 in FVIII
endocytosis by dendritic cells. Levels of FVIII endocytosis
by MO-DCs were similar in the presence of C3-depleted
serum (ΔC3) and in the presence of HIS (Figure 3A and B).
Importantly, incubation of MO-DCs with HIS, NS or ΔC3
lead to similar degrees of cell surface expression of phos-
phatidylserine, a ligand for activated FVIII at the surface of
activated platelets20 (Online Supplementary Figure S3A).
Differences in FVIII endocytosis were thus not related to

Complement adjuvants the anti-FVIII immune response
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different levels of phosphatidylserine expression (i.e.
apoptosis) on MO-DCs. 

To confirm that the reduced FVIII endocytosis observed
upon C3 depletion results in a reduced presentation to
CD4+ T lymphocytes, we assessed the activation of a
CD4+ T-cell hybridoma (1G8-A2) by MO-DCs incubated
with FVIII in the presence of the different serum prepara-
tions. Importantly, the use of the T-cell hybridoma pro-
vides an opportunity to work with FVIII concentrations
closer to those reached in patients with replacement ther-
apy. The activation of 1G8-A2, assessed by the secretion
of interleukine-2 (IL-2),18 was significantly higher when
FVIII was incubated with MO-DCs in the presence of NS
(541±123 pg/mL of IL-2) (Figure 3C) as compared to HIS
(217±132 pg/mL; P≤0.05) or to ΔC3 serum (238±61 pg/mL;
P≤0.01). There was no activation of 1G8-A2 when MO-
DCs were incubated with the different serum prepara-

tions in the absence of FVIII. Of note, incubation of imma-
ture human MO-DCs with HIS, NS or ΔC3 serum did not
induce DC maturation in vitro, as assessed by the surface
expression of co-stimulatory CD40, CD80, CD86, and
maturation CD83 molecules, and of HLA-DR (Online
Supplementary Figure S4).

We then evaluated the role of C3b in FVIII endocytosis
by MO-DCs in the absence of serum proteins. We co-
incubated FVIII with either purified C3b or with an artifi-
cially reconstituted C3 convertase containing C3, Factor B
and Factor D. The reconstituted C3 convertase leads to the
generation of C3b as confirmed by western blot (data not
shown). Samples were then added to MO-DCs and FVIII
endocytosis was monitored by flow cytometry (Figure
3D). Co-incubation of immature MO-DCs with the C3
convertase or with C3b did not induce detectable apopto-
sis as assessed by the surface expression of phos-
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Figure 1. Complement enhances Factor
VIII (FVIII) endocytosis by human mono-
cyte-derived dendritic cells (MO-DCs). (A,
C and E) FVIII (50 nM) was incubated in
20% normal serum (NS) or in 20% heat-
inactivated serum (HIS) for 1 hour (h) at
37°C. Mixtures were added on 5-day-old
immature MO-DCs (2.105 cells in RPMI-
1640)  for 2 h at 4°C or 37°C. Mean fluo-
rescence intensity (MFI) was measured by
flow cytometry using an FITC-coupled anti-
FVIII antibody. (A) MFI values measured at
4°C were subtracted from values meas-
ured at 37°C, in order to eliminate the sig-
nal due to the binding to the cell surface.
Results represent the fold change of
∆MFI37°C-4°C measured for each condi-
tion versus ∆MFI37°C-4°C obtained in the
presence of HIS. Data are shown  as
means±Standard Deviation (SD) of fold
change of MFI measured in the case of NS
versus that measured in the case of HIS
(n=6). Dead cells were excluded using fix-
able viability dye. (B) MO-DCs were incu-
bated alone (gray area), with NS (full line
curve), HIS (broken line curve) or C3-defi-
cient plasma (∆C3, dotted line curve) for 1
h at 37°C. Surface-bound C3b was
detected by flow cytometry using an anti-
C3b antibody. Results are shown as his-
tograms. (C) FVIII bound at the surface of
the cells was detected by flow cytometry
following incubation of FVIII with the cells
at 4°C. (D) The binding of FVIII and
ADAMTS-13 to immobilized C3b (10 nM)
was measured by ELISA using specific
anti-FVIII or anti-ADAMTS-13 IgG. The
results are expressed in optical density
(OD) measured at 492 nm. (C and D)
Mean±SD of at least 3 independent
experiments. Statistical significance was
assessed using the double-sided non-
parametric Mann-Whitney test (A) or
paired Wilcoxon test (C). (E) The co-local-
ization of FVIII (red) and C3b (green) was
assessed by immunofluorescence, using
polyclonal anti-human FVIII and anti-
C3b/iC3b antibodies and the appropriate
fluorescent-labeled secondary antibodies.
Images were acquired by confocal
microscopy. Control images obtained in
the absence of FVIII are shown in Online
Supplementary Figure S1. 
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phatidylserine (Online Supplementary Figure S3B). FVIII
endocytosis was significantly higher when FVIII was incu-
bated in the presence of the whole C3 convertase
(1.88±0.28-fold increase) or C3b (1.78±0.40-fold increase)
than when FVIII was incubated with Factors B and D
alone (P<0.05). Consistent with the fact that ADAMTS-13
did not bind to C3b, incubation of ADAMTS-13 with the
C3 convertase or with C3b did not result in increased
endocytosis by MO-DCs (Figure 3E). 

We then compared the endocytosis by MO-DCs of a
recombinant B-domain-deleted FVIII (FVIIIHSQ) to that of a
triple R2090A/F2092A/K2093A FVIII mutant (FVIIIC1) in
the absence and presence of complement activation. As
previously reported using serum-free medium,9 FVIIIC1

was not endocytosed by MO-DCs when incubated in HIS
(Figure 4). In contrast, in the presence of NS, FVIIIC1 was
endocytosed to levels similar to those reached with FVII-

IHSQ incubated in HIS. Taken together, the data confirm a
role for complement C3 in FVIII endocytosis by MO-DCs
and presentation to T cells, independently of known
endocytic receptors and critical FVIII residues.

Complement depletion decreases the primary immune
response against FVIII in FVIII-deficient mice

Naïve FVIII-deficient mice were treated with hCVF
prior to each administration of FVIII, in order to transient-
ly deplete the complement C3 molecule in the blood.
Injection of hCVF was followed by a 90% or more
decrease of circulating C3 levels that lasted for at least 5 h
(Online Supplementary Figure S5). The efficacy of hCVF-
mediated C3 depletion was retained following repeated
weekly administration to the same mice, indicating the
absence of induction of a neutralizing immune response
against hCVF (data not shown). Of note, hCVF lacks C5-

Complement adjuvants the anti-FVIII immune response

haematologica | 2018; 103(2) 355

Figure 2. Complement enhances FVIII endocytosis by human professional antigen-presenting cells. (A and B) FVIII (50 nM) Dylight 633-conjugated ADAMTS-13 (50
nM, panel C) or human recombinant FITC-labeled Factor IX (50 nM, panel D) were incubated in 20% normal serum (NS) or in 20% heat-inactivated serum (HIS) for
1 hour (h) at 37°C. Mixtures were added on purified blood dendritic cells (DCs) (A), 5-day-old MO-Φ (B) or 5-day-old immature human monocyte-derived dendritic
cells (MO-DCs) (2.105 cells in RPMI-1640, panels C and D), for 2 h at 4°C or 37°C. Mean fluorescence intensity (MFI) was measured by flow cytometry using an
FITC-coupled anti-FVIII antibody in the case of FVIII, or directly in the case of labeled ADAMTS-13 and Factor IX. MFI values measured at 4°C were subtracted from
values measured at 37°C in order to eliminate the signal due to the binding to the cell surface. Results represent the fold change of ∆MFI37°C-4°C measured for
each condition versus ∆MFI37°C-4°C obtained in the presence of HIS. Graphs depict mean±Standard Deviation (SD) of at least 3 independent experiments. Dead
cells were excluded. Statistical significance was assessed using the double-sided non-parametric Mann-Whitney test. ns: not significant.
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convertase activity and hence does not generate the
potent pro-inflammatory C5a anaphylatoxin.19,21 FVIII-
deficient mice treated with hCVF prior to FVIII infusion
demonstrated significantly reduced levels of anti-FVIII IgG
titers in plasma, as compared to the PBS control group
[(5±67 vs. 267±245 mg/mL mAb6-equivalent, respectively,
mean±Standard Deviation (SD); P<0.0001] (Figure 5A), as
well as reduced inhibitory titers (66±55 vs. 195±97
BU/mL), respectively; depletion decreases the primary
immune response against FVIII in FVIII-deficient mice,
P<0.0001) (Figure 5B). Of note, depletion of C3 using
hCVF did not significantly affect the half-life of FVIII in
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Figure 3. Complement C3 enhances Factor VIII (FVIII) endocytosis by dendritic cells and presentation to CD4+ T cells. (A and B) FVIII (50 nM) was incubated for 1
hour (h) at 37°C in 20% normal serum (NS), heat-inactivated serum (HIS) or C3-depleted serum (ΔC3). Mixtures were added on immature human monocyte-derived
dendritic cells (MO-DCs) (2.105 cells in RPMI-1640) for 2 h at 4°C or 37°C. FVIII was then detected with an FITC-coupled anti-FVIII antibody. Mean fluorescence
intensity (MFI) values measured at 4°C were subtracted from values measured at 37°C. (A) Histograms from FVIII-positive cells incubated with HIS (solid line), NS
(bold line) and ΔC3 (dashed line). The gray histogram depicts the fluorescence of cells incubated alone. (B) Fold-change of ∆MFI37°C-4°C measured for each con-
dition versus ∆MFI37°C-4°C obtained in the presence of HIS. (C) DCs were differentiated from monocytes of healthy donors with the HLA-DRB1*0101 haplotype.
Five-day-old immature MO-DCs (104 cells in X-VIVO15) were incubated alone (Control), with concanavalin A (2 mg/mL, ConA) or with 10 nM FVIII in the presence of
20% normal serum (NS), heat-inactivated serum (HIS) or C3-depleted serum (ΔC3) for 2 h at 37°C. Cells were washed and incubated with an FVIII-specific HLA-
DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T-cell hybridoma for 18 h at 37°C. Culture supernatants were collected and analyzed for IL-2 secretion. (D and E) FVIII (50 nM,
panel D) or Dylight 633-conjugated ADAMTS-13 (50 nM, panel E) were incubated alone (Control), in the presence of Factor B (FB, 50 µg/mL) and Factor D (FD, 1
mg/mL) with or without C3 (250 mg/mL), or in the presence of C3b (250 mg/mL) for 1 h at 37°C. Samples were then incubated with 5-day-old immature MO-DCs
(2.105 cells in X-VIVO15) for 2 h at 4°C or 37°C. MFI was measured by flow cytometry using an FITC-coupled anti-FVIII antibody in the case of FVIII or directly in the
case of labeled ADAMTS-13. MFI values measured at 4°C were subtracted from values measured at 37°C. Results represent the fold change of ∆MFI37°C-4°C
measured for each condition versus ΔMFI MFI37°C-4°C measured with FVIII alone (Control). All results are expressed as mean±Standard Deviation (SD) and are rep-
resentative of at least 5 independent experiments. Statistical significance was assessed using the double-sided non-parametric Mann-Whitney test. ns: non-signif-
icant.

Figure 4 (Left). Complement rescues the endocytosis of a triple Factor VIII
(FVIII) FVIIIC1 mutant by dendritic cells. Recombinant wild-type (FVIIIHSQ) and
mutated (FVIIIC1) B-domain-deleted FVIII (50 nM) were incubated for 1 hour (h)
at 37°C in 20% normal serum (NS) or heat-inactivated serum (HIS). Mixtures
were added on immature monocyte-derived dendritic cells (MO-DCs) (2.105 cells
in RPMI-1640) for 2 h at 4°C or 37°C. FVIII was then detected with an FITC-cou-
pled anti-FVIII antibody directed to the A2 domain of FVIII. Mean fluorescence
intensity (MFI) values measured at 4°C were subtracted from values measured
at 37°C. Horizontal bars depict mean±Standard Deviation (SD) of 5 independ-
ent experiments. Statistical significance was assessed using the double-sided
non-parametric Mann-Whitney test. 

A B C

D E



FVIII-deficient mice (Online Supplementary Figure S6). In
contrast, administration of hCVF to primed FVIII-deficient
mice did not have any effect on the recall anti-FVIII
immune response (Figure 5C and Online Supplementary
Figure S7). 

Discussion

Complement C3 has been shown to mediate antigen
uptake by professional APCs and presentation to CD4+

and CD8+ T cells.22 Therefore, we investigated the role of
complement in the endocytosis and presentation of FVIII
by human APCs in vitro. The use of heat-treated serum,
wherein the complement system is inactivated, was asso-

ciated with baseline levels of FVIII endocytosis by MO-
DCs, as previously described.7,23,24 Similar levels of endocy-
tosis were observed when the serum was immune deplet-
ed from the C3 component. In contrast, the use of normal
serum that allows activation of complement leads to an
increased uptake of FVIII in the case of both MO-DCs and
circulating blood DCs. In line with these data, normal
serum enhanced presentation of FVIII to an FVIII-specific
T-cell hybridoma, as compared to serum lacking active
C3. Since heating of serum may affect proteins other than
complement, we reconstituted the C3-convertase in vitro
using purified proteins. In vitro reconstitution of the C3-
convertase, or addition of the C3-activation fragment
C3b, in the absence of other complement molecules was
sufficient to restore close to maximal levels of FVIII endo-
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Figure 5. Complement modulates the primary immune response to therapeutic Factor VIII (FVIII) in vivo. (A and B) FVIII (1 mg/mouse) was injected intravenously
to naïve FVIII-deficient mice 6 hours (h) after an intraperitoneal injection of hCVF (20 μg) or phosphate buffered saline (PBS), once a week for four weeks. At day
28, blood was collected. (C) Naïve FVIII-deficient mice were injected once a week for four weeks with FVIII (1 mg/mouse). At week 9, FVIII-primed mice were treated
with either 20 mg hCVF or PBS, and 6 h later with FVIII. Blood was collected before hCVF/PBS injection and at weeks 10 and 11 (see Online  Supplementary Figure
S7 for the protocol). Anti-FVIII IgG titers in plasma were assessed by ELISA (panels A and C, using the monoclonal mouse anti-FVIII antibody mAb6 as a standard)
and FVIII inhibitory titers by chromogenic assay [panel B, expressed in Bethesda Units (BU) per milliliter]. Results are representative of 3 independent experiments.
In all panels, horizontal bars represent medians, and statistical difference weas assessed using the double-sided non-parametric Mann-Whitney test. ns: non-sig-
nificant. 
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cytosis. In agreement with in vitro data, transient depletion
of component C3 in naïve FVIII-deficient mice using hCVF
resulted in a drastically reduced production of antibodies
to exogenous FVIII.

Since the complement system is not expected to prefer-
entially affect the specific immune response towards a
particular antigen, we investigated the effect of comple-
ment on the endocytosis of ADAMTS-13. Human recom-
binant ADAMTS-13 was used as a control antigen for
human recombinant FVIII, with the rationale that: i)
recombinant ADAMTS-13 is being developed as a drug
for replacement therapy to be used in patients with con-
genital thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP),
which is reminiscent of the development of recombinant
FVIII for hemophilia A patients; ii) ADAMTS-13, like
FVIII, is endocytosed by MO-DCs in a CD206-dependent
manner;24 and, iii) as is seen in the case of FVIII, autoanti-
bodies to endogenous ADAMTS-13 may develop, thus
leading to acquired TTP. In contrast to the results obtained

in the case of FVIII, ADAMTS-13 did not bind to C3b, and
in vitro complement activation or addition of C3b had no
effect on the endocytosis of ADAMTS-13 by MO-DCs.
The data suggest a selective role of complement in
immune responses towards some glycoproteins, including
FVIII. 

The effect of complement on endocytosis was depend-
ent on the cell type (i.e. blood DCs as well as MO-DCs,
but not MO-Φ) and on the antigen (i.e. FVIII, but not
ADAMTS-13 or Factor IX), suggesting the involvement of
particular endocytic pathway(s) in complement activation.
It is not likely that activation of complement induces
expression of endocytic receptors for FVIII at the surface
of the cells due to the short incubation time used in our
study. Accordingly, activation of complement on MO-
DCs did not alter the surface expression of LRP (CD91)
and CD206, which are known endocytic receptors for
FVIII.7,25,26 Particular FVIII moieties have been implicated in
its uptake by APCs. Charged residues in the C1 and C2
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Figure 6. Endocytosis pathways for Factor VIII (FVIII) in the absence or presence of complement activation. (A) In the absence of complement activation (i.e. use
of decomplemented serum or of serum-free medium in cell culture), FVIII is endocytosed by three known routes:  key residues in the C1 and in the C2 domain interact
with yet unknown endocytic receptors,27,28 while high mannose-ending glycans at position 2118 on the C1 domain interact with the mannose-sensitive receptor
CD206 (MR).7 Of note, alteration of either of these structures (e.g. mutation of key residues in either the C1 domain or the C2 domain) leads to a more than 80%
reduction in FVIII uptake, suggesting that these three endocytic pathways are interdependent. (B) In the presence of complement activation, C3b deposition on den-
dritic cells is associated with an increase in FVIII binding and internalization by dendritic cells (Figure 1A and C). Importantly, complement activation partially restores
the uptake of the C1 FVIII mutant. The data suggest that complement engages yet unidentified endocytic pathways rather than those at play in the absence of com-
plement activation. 
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domains of FVIII were recently shown to play critical roles
in the endocytosis process. Masking of the R2090, F2092
and K2093 residues of the C1 domain by the monoclonal
antibody Km33, or of the R2215 and R2220 residues of the
C2 domain by the monoclonal antibody BO2C11, or
mutation towards alanine residues, independently abro-
gate FVIII uptake by MO-DCs.9,27,28 Importantly, the exper-
iments leading to the identification of the latter pathways
of FVIII uptake had been performed systematically in the
presence of serum-free medium, and therefore did not
allow assessment of whether complement has a role in the
endocytic process. The fact that complement activation
rescues, at least in part, the internalization of the triple
FVIIIC1 mutant reveals the existence of novel endocytic
pathways for FVIII, independently of charged residues in
C1.27 Together, the deposition of C3b at the surface of
MO-DCs upon complement activation and the binding of
FVIII to immobilized C3b in ELISA, suggest that FVIII
interacts with the C3b deposited at the cell surface; this
would in turn allow the recruitment of those as yet
unidentified endocytic receptors (Figure 6). 

The question as to the origin of complement C3 activa-
tion at the time of FVIII administration in vivo remains.
Injection of FVIII into FVIII-deficient mice did not lead to
detectable complement activation. Conversely, immune
responses to FVIII developed in FVIII-deficient mice with-
out any overt sign of spontaneous hemorrhage or inflam-
mation,29 and this was also seen in wild-type mice.
However, the anti-FVIII immune response was drastically
reduced in hemophilic mice upon exhaustion of C3 using
hCVF. Under physiological conditions, a small fraction of
the C3 molecules is hydrolyzed to C3(H2O), exposing
new binding sites. The Factor B protease then binds
C3(H2O) and is cleaved by Factor D, generating an initial
C3 convertase, C3(H2O)Bb, that activates complement by
cleaving C3 into its active fragments, C3a and C3b.30,31 The
continuously generated C3b indiscriminately binds to
host cells and pathogens and initiates a set of cascade reac-
tions.12,13 Importantly, the C3(H2O)Bb convertase is more
resistant to inactivation by Factor H and Factor I than is
the C3bBb convertase.12 Taken together, these data suggest
that such a spontaneous tick-over of C3, leading to perma-
nent C3b generation, is sufficient to facilitate FVIII uptake
by professional APCs, thus setting the stage for the initia-
tion of the anti-FVIII immune response in vivo. More gen-

erally, our data illustrate a novel biological role of C3 tick-
over in the recognition of some non-particulate foreign
antigens. In addition, the immune response to FVIII might
be modulated by the cross-talks between the complement
and coagulation cascades32 or by the influence of von
Willebrand factor on complement activation.33-35

Obviously, part of the anti-FVIII immune response does
not depend on C3b and on activation of the complement
cascade, as is suggested by the fact that: i) FVIII demon-
strates substantial levels of endocytosis in the absence of
complement activation; and ii) FVIII-deficient mice still
develop anti-FVIII IgG when treated with hCVF. However,
our results do highlight the existence of a new endocytic
route for FVIII which is independent of the endocytosis
mediated by the C1 domain of the molecule,27 and which
should lead to the identification of the endocytic receptors
involved in vivo. Future studies should be conducted to
decipher the contribution of each of the different pathways
of complement activation in the inhibitory anti-FVIII
immune response, and should also investigate whether
temporary C3 depletion with hCVF is a promising thera-
peutic strategy to prevent the development of anti-FVIII
antibody  in patients with hemophilia A. 
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Abstract Immune-mediated thrombotic thrombocytopenic purpura (iTTP) is characterized by
severe ADAMTS13 (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1
repeats, member 13) deficiency, the presence of anti-ADAMTS13 autoantibodies and
an open ADAMTS13 conformation with a cryptic epitope in the spacer domain exposed.
A detailed knowledge of anti-ADAMTS13 autoantibodies will help identifying patho-
genic antibodies and elucidating the cause of ADAMTS13 deficiency. We aimed at
cloning anti-ADAMTS13 autoantibodies from iTTP patients to study their epitopes and
inhibitory characteristics. We sorted anti-ADAMTS13 autoantibody expressing B cells
from peripheral blood mononuclear cells of 13 iTTP patients to isolate anti-ADAMTS13
autoantibody sequences. Ninety-six B cell clones producing anti-ADAMTS13 autoanti-
bodies were identified from which 30 immunoglobulin M (IgM) and 5 IgG sequences
were obtained. For this study, we only cloned, expressed and purified the five IgG
antibodies. In vitro characterization revealed that three of the five cloned IgG
antibodies, TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11, indeed recognize ADAMTS13. Epitope
mapping showed that antibodies TTP73–1 and TR8C11 bind to the cysteine–spacer
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Introduction

A disintegrin and metalloprotease with thrombospondin
type 1 repeats, member 13 (ADAMTS13) is an enzyme
comprising a metalloprotease domain (M), a disintegrin-
like domain (D), 8 thrombospondin type 1 repeats (T1–T8),
a cysteine-rich domain (C), a spacer domain (S) and 2 CUB
domains.1 A severe ADAMTS13 deficiency leads to the rare
and life-threatening disease, thrombotic thrombocytopenic
purpura (TTP).2,3 In TTP, ultra-large von Willebrand factor
(UL-VWF) multimers are not processed due to the absence of
a functional ADAMTS13. UL-VWF multimers spontaneously
bind platelets and the resulting micro-thrombi obstruct the
capillaries in several organs. ADAMTS13 deficiency is in 5% of
the cases caused by mutations in the ADAMTS13 gene.
However, the majority of TTP patients (95%) have immune-
mediated TTP (iTTP), due to the presence of anti-ADAMTS13
autoantibodies.2,3

A detailed insight into the repertoire of anti-ADAMTS13
autoantibodies in iTTP patients is crucial to identify which
anti-ADAMTS13 autoantibodies are pathogenic and cause
ADAMTS13 deficiency. Such insights might be helpful in the
development of specific immune therapeutic approaches.
Many groups have used plasma of iTTP patients and cloned
anti-ADAMTS13 autoantibodies to study the immune
response in iTTP patients. Currently, more than 90 individual
anti-ADAMTS13 autoantibodies have been cloned via phage
display libraries or Epstein–Barr virus immortalization of
peripheral B cells or spleen cells.4–10

Epitope mapping studies have shown that the immune
response in iTTP patients is polyclonal, as antibodies against
all domains of ADAMTS13 have been found.11,12 Remarkably,
almost all iTTP patients have antibodies targeting the spacer
domain, showing that the spacer domain harbours a dominant
immunogenic region.13–16Mainlyautoantibodies targeting the
spacer domain inhibit ADAMTS13 function, and this by target-
ing anexosite in the spacerdomainknowntoplaya role inVWF
binding.17 Based on these findings, inhibition of ADAMTS13
function has long been thought to be the major cause of
ADAMTS13 deficiency in iTTP. However, many iTTP plasma
samples do not contain inhibitory anti-ADAMTS13 autoanti-
bodies.18 In addition, recently it was shown that ADAMTS13
antigen levels are often severely decreased in iTTP patients
even in the presence of inhibitory anti-ADAMTS13 autoanti-
bodies. Hence, it was concluded that ADAMTS13 clearance

rather thanADAMTS13 inhibition is probably themajor patho-
genic cause of ADAMTS13 deficiency in iTTP.18

A possible explanation for the presence of an immunodo-
minant epitope in the spacer domain evolved from structure-
function studies on ADAMTS13 indicating that the spacer and
CUB domains interact and by this keep ADAMTS13 in a folded
conformation.19–21 We recently showed that this spacer–CUB
interaction is abrogatedduring acute iTTP, where ADAMTS13 is
in an ‘open’ conformation with a cryptic epitope in the spacer
domain exposed.22 Exposure of cryptic epitopes could either
induce an immune response and/or could allow anti-
ADAMTS13 autoantibodies recognizing cryptic epitopes to
bind. However, it remains unclear whether anti-ADAMTS13
autoantibodies that recognize cryptic epitopes are present in
iTTPpatientsandhowtheycontributetoADAMTS13deficiency.

In this article, we isolated, cloned and expressed individual
anti-ADAMTS13 autoantibodies from iTTP patients. To further
unravel the contribution of individual anti-ADAMTS13 auto-
antibodies causing ADAMTS13 deficiency or iTTP, we deter-
mined the epitope and the inhibitory potential of the cloned
antibodies and investigated if they recognize cryptic epitopes.

Materials and Methods

Isolation of Peripheral Blood Mononuclear Cells
Peripheral bloodmononuclear cells (PBMCs) fromwholeblood
of13 iTTPpatients (►Table 1)were isolatedusing Lymphoprep
(Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg, Germany). All subjects
gavewritten informedconsent inaccordancewith theDeclara-
tion of Helsinki. The protocolwas approved by the committees
ofall involved institutions (MedicalResearchEthicsCommittee
[08/H0716/72], Fondazione IRCCS Ca’Granda Ospedale Mag-
giore Policlinico, Hospital Pitié-Salpêtrière, KU Leuven).

Selection of Anti-ADAMTS13-Specific Single B Cells
Specific anti-ADAMTS13 B cells were selected through fluores-
cence-activated cell sorting (FACS) as previously described for
anti-RhD-specific B cells.23 Isolated PBMCs from the iTTP
patients were labelled with CD19-PerCy7 antibodies, and with
fluorescein (F) and phycoerythrin (PE) fluorescently labelled
(Bio-Rad, Hercules, California, United States) recombinant
human ADAMTS13 (rhADAMTS13) to mark anti-ADAMTS13-
specific B cells. Cells positive for CD19-PerCy7, rhADAMTS13-F
and rhADAMTS13-PE were selected using a BD FACS Aria II
(BD Biosciences, San Jose, California, United States) and seeded

domains, while the antibody ELH2–1 recognizes the T2–T3 domains in ADAMTS13.
None of the antibodies inhibited ADAMTS13 activity. Given the recent findings
regarding the open ADAMTS13 conformation during acute iTTP, we studied if the
cloned antibodies could recognize cryptic epitopes in ADAMTS13. Interestingly, all
three antibodies recognize cryptic epitopes. In conclusion, we cloned three anti-
ADAMTS13 autoantibodies from iTTP patients that recognize cryptic epitopes. Hence,
these data nicely fit our recent finding that the conformation of ADAMTS13 is open
during acute iTTP.
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at 1 cell/well in 96-well flat-bottom microtiter plates (Nunc,
Roskilde,Denmark),whichcontained105 irradiated (50Gy)EL4.
B5 cells per well in Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM)
medium (Lonza, Basel, Switzerland). The IMDM medium was
supplemented with 10% foetal calf serum (Bodinco, Alkmaar,
The Netherlands), 1% L-glutamine (Invitrogen), 1% penicillin–
streptomycin (Invitrogen), 2.5% T cell supernatant, 20 µg/mL
transferrin (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, United States)
and 0.5 µg/mL R848 (Enzo Life Sciences, Antwerp, Belgium).
Cellswere incubated for9days at 37°C, 5%CO2 to allowB cells to
proliferate and produce antibodies.

Anti-ADAMTS13 Antibodies
The mouse anti-human ADAMTS13 antibodies 3H9,21,24

20A5,21,25 5C1121,25 and 1C422 are in-house developedmurine
monoclonal antibodies. Anti-ADAMTS13 antibody 3H9 has an
epitope in the metalloprotease domain, inhibits ADAMTS13
activity in vitro and in vivo21,24,26 and is an antibody that is
ideally suited to captureADAMTS13 fromplasmaorexpression

medium in enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).21,22

Antibody 20A5 targets the T8 domain, increases ADAMTS13
activity and is able to capture ADAMTS13.21,25–27 Anti-
ADAMTS13 antibody 5C11 has an epitope in the T2 domain
and is anon-inhibitoryanti-ADAMTS13antibody that is ideally
suited to capture ADAMTS13 in ELISA.21,25,26,28,29 Anti-
ADAMTS13 antibody 1C4 recognizes a cryptic epitope in the
spacer domain (R568, R660, Y661 and Y665) in ADAMTS13.
Only when the conformation of ADAMTS13 is changed by
direct coating of ADAMTS13 or by addition of, for example,
the activating anti-CUB1 antibody 17G2,22 the cryptic epitope
of antibody 1C4 becomes exposed. Antibody 1C4 is a non-
inhibitory antibody.

Human anti-human ADAMTS13 autoantibodies II-1 and
I-9 are two autoantibodies isolated from iTTP patients that
both target the residues R568, R660, Y661 and Y665 in the
spacer domain, while antibody II-1 also targets residue
F592.6,7,14,16 Antibody II-1 is a strong inhibitor while anti-
body I-9 is a weak inhibitor of ADAMTS13 function in vitro.6

Table 1 Sorting and identifying anti-ADAMTS13 autoantibody producing B cells from iTTP patients

Patient
no.

ID Acute or
remission

Immune
suppression

Sorts
(n)

Sorted
B cells
(n)

Anti-ADAMTS13
positive B cells
(n)

IgG positive
B cells (n)

IgM positive
B cells (n)

IgM and IgG
positive
B cells (n)

Viability
(%)

1 BJ Acute Yes
(prednisolone)

1 480 1 1 0 0 ND

2 BM Remission No 2 864 9 1 4 4 47–64

3 CJ Acute No 1 480 4 0 0 4 ND

4 ELH Remission No 2 1113 11 3 0 8 39-ND

5 HA Acute No 2 840 14 1 7 6 22–61

6 LC Acute Yes
(steroids,
rituximab)

1 384 2 0 2 0 ND

7 P Acute No 1 480 19 12 0 7 ND

8 PI Acute Yes
(steroids)

1 576 1 0 1 0 6

9 SZ Acute Yes
(prednisolone,
IVIG)

1 192 6 5 0 1 ND

10 TR Acute Yes
(steroids)

1 960 18 3 11 4 45

11 TTP436 Remission No 1 768 1 0 1 0 14

12 TTP73 Remission Yes
(azathioprine)

2 904 9 1 5 3 32–48

13 TTP783 Remission Yes
(steroids)

1 480 1 0 1 0 13

Total 17 8521 96 27 32 37

Abbreviations: ADAMTS13, a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 repeats, member 13; ELISA, enzyme-linked immuno-
sorbent assay; ID, identity; IgG, immunoglobulin G; IgM, immunoglobulin M; iTTP, immune-mediated thrombotic thrombocytopenic purpura; IVIG,
intravenous immunoglobulin; ND, not determined; PBMC, peripheral blood mononuclear cell.
Note: PBMCs were isolated from 13 iTTP patients who were either in acute phase or remission (absence of clinical signs: normal platelet count and
lactate dehydrogenase [LDH] levels) and who did or did not receive immune suppressive therapy. PBMCs of the iTTP patients were sorted during 1 or
2 sorts into 96-well plates. From a total of 17 sorts, 8,521 wells containing individual sorted B cells were obtained. Of those wells, 96 wells contained
anti-ADAMTS13-specific autoantibodies as determined by an ADAMTS13-specific ELISA on the cell supernatant. An IgM- or IgG-specific ELISA showed
that these 96 wells contained either only IgG antibodies, only IgM antibodies or both IgM and IgG antibodies. Presence of both IgM and IgG in one
well was due to class switching of IgM to IgG antibodies during the 9-day incubation with the irradiated EL4.B5 cells. The percentage of B cells that still
produced IgM or IgG antibodies after the 9-day incubation with the irradiated EL4.B5 cells and hence were still viable, was determined for 11 of the 17
sorted samples by making the ratio of the number of cells producing IgG and/or IgM antibodies over the total number of sorted cells (% viability).
When 2 sorts were performed, viability is indicated twice.
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Selection of Specific Anti-ADAMTS13 B Cell Clones and
Determination of Antibody Isotype
B cell supernatant of the sorted B cells was tested in ELISA to
identify B cells producing anti-ADAMTS13 autoantibodies.
Themurine anti-ADAMTS13monoclonal antibody 3H9 (5 µg/
mL) was coated21,24 and expression medium containing
rhADAMTS1322 was added. Next, 50 µL of supernatant
from the cultured B cells was added. Human anti-ADAMTS13
autoantibodies binding to the captured rhADAMTS13 were
detected using biotin-labelled rabbit anti-human immuno-
globulin G (IgG) þ IgM (1/10,000; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, Pennsylvania, United States) fol-
lowed by horseradish peroxidase (HRP)-labelled Pierce High
Sensitivity Streptavidin (1/10,000; Invitrogen). Colorimetric
development was performed by using o-phenylenediamine
and hydrogen peroxide (H2O2). The reaction was stopped
using 4 M H2SO4 and absorbance was measured at 490 nm.
Cells fromwhich the supernatant showed specific binding to
ADAMTS13 were harvested and 15 µL of Trizol (Thermo
Fisher Scientific, Merelbeke, Belgium) was added. In parallel,
also the IgG or IgM isotype of the anti-ADAMTS13-specific
autoantibodies produced by the B cellswas determined using
ELISA as described.30 The viability of the B cells was deter-
mined by making the ratio of the number of cells producing
IgG or IgM antibodies over the total number of sorted cells
that were tested in ELISA.

Determination of the Variable Sequences of Heavy and
Light Chains
To isolate and determine the variable sequences of both
heavy (VH) and light chains (VL) of the antibodies, sequences
were amplified as described previously.23,31Messenger ribo-
nucleic acid from the Trizol-treated cells was isolated and
was transcribed into complementary deoxyribonucleic acid
(cDNA) by a 5′ rapid amplification of cDNA ends (RACE)
polymerase chain reaction (PCR) using a SMARTER RACE
cDNA amplification and Advantage 2 polymerase kit (Clon-
tech, Palo Alto, California, United States). To increase the
amount and specificity of the amplified cDNA, a nested PCR
was performed. Depending on the isotype(s) that was/were
determined through ELISA, 3 or 4 PCR reactions were per-
formed per B cell clone, one or two reactions (γ and/or µ) to
amplify the VH and always two reactions (κ and λ) to amplify
the VL. As forward primers, a mixture present in the SMAR-
TER kit was used, while primers complementary to the
constant region of either chainwere used as reverse primers.
PCR products were sent to GATC (GATC Biotech AG, Con-
stance, Germany) for sequencing. Sequences were searched
for homologous germline genes using the ImMunoGeneTics
(IMGT) database (http://www.imgt.org).

Cloning, Expression and Purification of the Anti-
ADAMTS13 Autoantibodies
The five antibody sequences derived from an IgG antibody
were selected for cloning. The variable sequences including
the leader sequence of both heavy and light chainwere codon
optimized using the GeneArt Algorithm (Invitrogen),32–35 a
Kozak sequence (CGCCACC) and restriction cleavage sites

(HindIII and NheI or XhoI for the heavy and κ light chain,
respectively) were added and plasmids were ordered. After
restriction digestion, the variable antibody sequences were
ligated in plasmids containing the γ1 or κ constant region
with an EcoRI restriction site at the end. The complete λ light
chain (variable and constant region) was ordered as such
flanked by HindIII and EcoRI restriction sites. The complete
antibody heavy and light chains were eventually ligated into
the pcDNA3.1 (þ) expression plasmid by restriction diges-
tionwithHindIII and EcoRI. Next, HEK293 F cells (Invitrogen)
were transiently transfectedwith the plasmids as previously
described.36 Antibodies were purified using Sepharose
Protein G 4 Fast Flow column chromatography (GE Health-
care, Waukesha, Wisconsin, United States). Sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
followed by Instant Blue Protein Gel staining (Westburg,
Leusden, The Netherlands) was used to evaluate purity.

In Vitro Characterization of Cloned Anti-ADAMTS13
Autoantibodies

Binding of Cloned Autoantibodies to ADAMTS13
To check whether the cloned autoantibodies bind to
ADAMTS13, the anti-ADAMTS13-specific ELISA as described
above was used with somemodifications. After coating a 96-
well microtiter plate with the antibody 3H9 (5 µg/mL),21,24

pure plasma from a normal human plasma pool (NHP) was
added in a 1 in 2 dilution series, as a source of ADAMTS13
(1 µg/mL). Next, biotinylated cloned human autoantibodies
(5 µg/mL) were added. The anti-ADAMTS13 autoantibodies
II-1 and I-9 were also biotinylated and were added as a
positive control.7,14,16 Next, HRP-labelled streptavidin
(1/10,000; Sigma Aldrich) was added. Colorimetric develop-
ment and absorbance measurement was performed as
described above. The optical density (OD) value correspond-
ing to the binding of II-1 to captured ADAMTS13 was set as 1
and was used to calculate relative OD values.

Epitope Mapping
The domains to which the cloned anti-ADAMTS13 autoantibo-
dies bind were determined by ELISA by using previously
described ADAMTS13 truncation (M, MD, MDT, MDTCS, T5,
T6, T7, T8, T2C2) and deletion mutants (delT2, delT3, delT4,
delT5, delT8, delCUB1).21 First, the cloned anti-ADAMTS13
autoantibodies were mapped against MDTCS or T2C2. Here, a
96-well platewas coatedwith the antibodies 3H9 (anti-M)21,24

and 5C11 (anti-T2)21,25 to test TTP73–1 and TR8C11 or 20A5
(anti-T8)21,25 to test ELH2–1 (5 µg/mL) towhichMDTCSor T2C2
(15nM)was added, respectively, in a 1 in 2dilution series.Next,
the cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies were added and
boundantibodiesweredetectedusingHRP-labelled rabbit anti-
human IgG and IgM antibodies. To further refine the epitope of
the cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies, microtiter plates
were coated with the antibody 3H9 (5 µg/mL)21,24 and expres-
sion medium or 15 nM of the different truncation and
deletion mutants was added in a 1 in 2 dilution series
followed by incubation with the cloned anti-ADAMTS13 auto-
antibodies (1.5 µg/mL). Bound antibodies were detected using
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HRP-labelled rabbit anti-human IgG and IgM antibodies. Col-
orimetric development and absorbance measurement was
performed as described above. Relative OD values were used
toexpress thebindingofantibodyELH2–1:binding towild-type
ADAMTS13wasused as a reference and set as a relativeODof 1.

Western Blot
To identifywhichof theclonedanti-ADAMTS13autoantibodies
recognize a denatured or linear epitope in ADAMTS13, SDS-
PAGE and western blot was performed. A 7.5% SDS-PAGE gel
was runwith 50 nM of rhADAMTS13 under non-reducing and
reducing conditions. After transferring the samples to a Roti-
polyvinylidene fluoride membrane (Carl Roth GmbH, Karls-
ruhe, Germany), the membrane was blocked with 3% milk in
phosphate-buffered saline.Next, themembranewas incubated
with the cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies (1.5 µg/mL)
and bound antibodieswere detected usingHRP-labelled rabbit
anti-human IgG and IgM antibodies. For visualization,
the membrane was incubated for 5 minutes with 2 mL of
the Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate kit
(Acros Organics, Geel, Belgium) and illuminated in a Fujifilm
LAS-4000 device (Fujifilm, Tokyo, Japan). Incubation with
only secondary antibody HRP-labelled rabbit anti-human IgG
and IgMwas used as negative control. As a positive control, the
anti-ADAMTS13 autoantibodies II-1 and I-9 were used.6,7,14,16

Influence of Cloned Anti-ADAMTS13 Autoantibodies on
ADAMTS13 Activity
To test the inhibitory potential of the cloned anti-ADAMTS13
autoantibodies, the FRETS-VWF73 (Peptides International,
Louisville, Kentucky, United States) assay was used.21,37 The
cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies (10 µg/mL) were incu-
bated with 0.03 µg/mL of plasma ADAMTS13 (from NHP).
A standard curve containing 0.005, 0.01, 0.02, 0.025 and
0.03 µg/mL plasma ADAMTS13was used. The anti-ADAMTS13
autoantibodies II-1 and I-9 were used as controls.6,7,14,16

Capturing ADAMTS13 from NHP by Anti-ADAMTS13
Autoantibodies
To investigate whether the cloned anti-ADAMTS13 autoan-
tibodies recognize cryptic epitopes in ADAMTS13, we inves-
tigated whether they could capture ADAMTS13 from NHP.
First, a 96-well microtiter plate was coated with the cloned
human anti-ADAMTS13 autoantibodies (5 µg/mL). The auto-
antibodies II-1 and I-9 were included as a control.6,7,14,16

Next, pure plasma from NHP was added in a 1 in 2 dilution
series. Bound ADAMTS13 was detected with biotinylated
antibody 3H9 (5 µg/mL). Finally, HRP-labelled streptavidin
(1/10,000; Sigma Aldrich) was added. Colorimetric develop-
ment and absorbance measurement was performed as
described above. Relative OD values were calculated using
the OD value measured for antibody II-1 that was set as 1.

Binding of Cloned Anti-ADAMTS13 Autoantibodies to
Coated rhADAMTS13
To investigate whether the cryptic epitopes of the cloned
anti-ADAMTS13 autoantibodies can be exposed by coating of
ADAMTS13, a 96-well microtiter plate was directly coated

with rhADAMTS13 (15 nM). Next, the autoantibodies
(100 µg/mL) were added in a 1 in 2 dilution series. Bound
antibodies were detected using HRP-labelled rabbit anti-
human IgG and IgM antibodies. Colorimetric development
and absorbance measurement was performed as described
above. The autoantibodies II-1 and I-9 were used as positive
controls.6,7,14,16 The OD value of the binding of antibody II-1
to rhADAMTS13 was used as a reference and set as 1 to
calculate relative OD values.

Exposure of Cryptic Epitopes by Capturing ADAMTS13
To be able to explain selection of anti-ADAMTS13 autoanti-
bodies against cryptic epitopes, the conformation of
ADAMTS13 had to be changed during the selection of specific
anti-ADAMTS13 B cell clones. Therefore, we finally investi-
gated if cryptic epitopes become exposed in ADAMTS13when
captured bymurine anti-ADAMTS13 antibody 3H9. Therefore,
a 96-well microtiter plate was coated with the murine anti-
ADAMTS13 antibody 1C422 or 3H9 (5 µg/mL).21,24 After block-
ing, pure NHP was added in a 1 in 2 dilution series. Bound
ADAMTS13wasdetectedwith thebiotinylated antibodies 3H9
or 1C4, respectively, and HRP-labelled streptavidin (1/10,000;
Sigma Aldrich). Colorimetric development and absorbance
measurement was performed as described above. Relative
OD values were calculated by putting the OD value of 1C4
binding to 3H9 captured ADAMTS13 as 1.

Results

Isolation of Anti-ADAMTS13-Specific B Cell Clones from
iTTP Patients
Weaimed at cloning anti-ADAMTS13 autoantibodies from iTTP
patients to further expand the knowledge on epitopes and
inhibitory characteristics of anti-ADAMTS13 autoantibodies.
This will help to further elucidate how anti-ADAMTS13 auto-
antibodies cause ADAMTS13 deficiency. To do so, anti-
ADAMTS13 autoantibody expressing B cells were sorted from
PBMCs of 13 iTTP patients (►Table 1) and the VH and VL
sequences of the antibodies expressed by the selected B cells
were determined.Wepreviously have shown that this technol-
ogy was successful to isolate both IgG and IgM expressing
anti-RhD-specific B cells from peripheral blood of donors
hyperimmunized with Dþ erythrocytes.23,31 The PBMCs of
the 13 iTTP patients were used in 1 or 2 sorts, resulting in a
total of 17 sorted samples. After sorting, 8,521 B cells were
retrieved (►Table 1) and were incubated for 9 days in the
presenceof EL4.B5 cells to induceproliferationof theB cells and
production of the antibodies. Cell supernatant of all wells was
tested for thepresenceofanti-ADAMTS13autoantibodiesusing
an ELISA where rhADAMTS13 was captured on the antibody
3H9. This assay revealed that 96 of the 8,521 wells contained B
cells that produced detectable anti-ADAMTS13 autoantibodies
(1–19 positive wells per patient; ►Table 1). The same super-
natant was also tested in ELISA to determine the IgM or IgG
isotype. Of the 96 B cell clones producing anti-ADAMTS13
autoantibodies, 27 were of the IgG isotype, 32 of the IgM
isotype and 37 of both the IgG and IgM isotype. B cells
producing both IgG and IgM antibodies originate from IgM
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producingcells thatclassswitchedto IgGproducingcellsduring
the incubation with the EL4.B5 cells.31 The high number of
isolated IgM expressing anti-ADAMTS13-specific B cells from
PBMCs of iTTP patients is in line with previous findings, where
the frequency of circulating IgM expressing antigen-specific B
cells inperipheralbloodwasalsohigh.31,38Theviabilityof theB
cellswas tested on 11 of the 17 sorted samples by screening for
thepresenceof IgMor IgG inall sortedwells (andnotonly in the
anti-ADAMTS13 autoantibody positivewells). These data show
a great variability in viability of the B cells between the patient
samples (►Table 1). In some sorted samples, more than 90% of
the wells did not contain IgM or IgG antibodies implying that
more than 90% of the cells died during incubation or that the
cells could not secrete antibodies, while in other samples only
40% of the wells did not contain IgM or IgG antibodies. Hence,
thedelicateprocessof isolating, freezing, storingandthawingof
the samples greatly influences the viability of the cells.

Antibody Sequence Determination of Isolated B Cell
Clones
In a second step, we isolated RNA, performed 5′ RACE PCR and
nested PCR to obtain the sequences of the antibody variable
regions fromthe 96anti-ADAMTS13autoantibody producing B
cell clones. The DNA sequence of the variable regions of both
heavy and light chains from 35 antibodies of 6 patients was
obtained (►Table 2). From the other 61 clones, no DNA
sequences for (both) heavy and light chains could be retrieved,
likely because not enough good quality RNA could be isolated
from the B cells. Thirty of the 35 variable heavy chain antibody
sequences were retrieved from IgM producing B cells, while 5
variable heavy chain DNA sequences belonged to an IgG
producing B cell clone (►Table 2). For the variable fragments
of the light chains, 25 DNA sequences encoded for a kappa light
chain and 10 DNA sequences encoded a light chain of the
lambda sub-type (►Table 2). All DNA sequenceswere analysed
using the IMGT database (http://www.imgt.org) to identify
their corresponding human germline sequence. Sixteen differ-
ent immunoglobulin heavy chain variable (IGHV) germline
sequences were identified in the antibody sequences from
the IgM isotype (►Table 2). Remarkably, one-third (10 out of
30) of the IGHV sequences were derived from the same germ-
line sequence, namely, IGHV1–69. This is in line with previous
studies in which several different germline sequences were
identified, but antibodies encoded by this IGHV1–69 germline
sequence were isolated multiple times in the majority of
the investigated iTTP patients.4,5,7,9,16 In the IgM antibody
sequences, replacement (R) or silent (S) mutations in the
framework or complementarity determining regions of the
antibody sequences were rather limited. Indeed, in 17 of
the 30 antibody sequences (57%) no single somatic hypermuta-
tion (SHM) was found in both the VH and VL sequence
(►Table 2), while 13 sequences did show SHM (►Table 2).
AllfiveantibodysequencesencodinganIgGantibody(TTP73–1,
ELH2–1, TR8C11, BM4H3, ELH5B9)werederived fromdifferent
germlines (►Table 2). Also, here one antibody sequence
(TR8C11) was derived from the IGHV1–69 germline. No R or
Smutationswerefoundfor theantibodysequencesTR8C11and
BM4H3 while the antibody sequences TTP73–1, ELH2–1 and

ELH5B9 contain up to 6 SHM (►Table 2). For this study, we
selected the 5 IgG antibody sequences (TTP73–1, ELH2–1,
TR8C11, BM4H3, ELH5B9;►Table 3), as anti-ADAMTS13 auto-
antibodiesof the IgG isotypehavebeen found in80to97%of the
iTTPpatientswhileonly10%of thepatientshavedetectable IgM
anti-ADAMTS13 autoantibodies in their plasma.39,40

Cloning and Production of Specific Anti-ADAMTS13 IgG
Autoantibodies
To characterize the 5 IgG antibodies, we first cloned and
expressed the antibodies. The sequences encoding the VH
and VL of the 5 selected anti-ADAMTS13 IgG autoantibodies
(►Table 3) werefirst codon optimized and chemically synthe-
sized. Next, the VH and kappa VL sequences were cloned in a
plasmid containing the constant IgG1 or kappa sequence,
respectively. Finally, the complete antibody heavy (IgG1) and
light chain sequences (kappa or lambda) were cloned in a
pcDNA3.1 (þ) expression plasmid. Thereafter, HEK293 F sus-
pension cells were transfected with the expression plasmids
encoding TTP73–1, ELH2–1, TR8C11, BM4H3 and ELH5B9
antibodies.36 Antibodies were purified and SDS-PAGE analysis
showed that both heavy and light chains were efficiently
expressed forall antibodies, except forantibodyELH5B9where
no antibody chains were detected indicating a secretion defi-
ciency (►Fig. 1A). Three of the cloned antibodies TTP73–1,
ELH2–1 and TR8C11 did retain their binding activity as they
were able to bind to ADAMTS13 captured by 3H9 in ELISA
(►Fig. 1B), while antibody BM4H3 did not (►Fig. 1B). The
previously cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies II-1 and I-9,
were used as positive controls (►Fig. 1B).6,14–16

In conclusion, we generated three novel anti-ADAMTS13
autoantibodies from iTTP patients.

Epitope Mapping and Inhibitory Capacity of Novel
Cloned Anti-ADAMTS13 Autoantibodies
We next determined the epitopes and the inhibitory potential
of the anti-ADAMTS13 autoantibodies TTP73–1, ELH2–1 and
TR8C11. Initial screening revealed that antibodies TTP73–1
and TR8C11 are directed against theN-terminal part (MDTCS),
whileELH2–1 targets the C-terminal part (T2C2) ofADAMTS13
(data not shown). Using a series of ADAMTS13 truncation (M,
MD, MDT, MDTCS, T5, T6, T7, T8 and T2C2; ►Fig. 2A) and
deletion mutants (delT2, delT3, delT4, delT5, delT8 and
delCUB1;►Fig. 2A),21wefurther refined the epitopemapping.
Antibodies TTP73–1 and TR8C11 only recognized MDTCS and
not M, MD or MDT, demonstrating that both antibodies are
directed against the cysteine–spacer domains (►Figs. 2B

and C). Antibody ELH2–1 bound to the C-terminal truncation
or deletion mutants T5, T6, T7, T8, delT4, delT5, delT8 and
delCUB1, while binding to delT2 and delT3 was abrogated,
showing that ELH2–1 recognized the T2–T3 domains of
ADAMTS13 (►Fig. 2D). Western blot revealed that the auto-
antibodies TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 recognize denatured
ADAMTS13 under non-reducing conditions. Although detec-
tion by TR8C11 was relatively weak, we could define a light
band in contrast to our negative control (►Fig. 2E). As
expected, the control autoantibodies II-1 and I-9 recognized
ADAMTS13 in western blot under non-reducing conditions
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(►Fig. 2E). However, TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 did not
detect ADAMTS13 under reducing conditions (data not
shown).

The effect of the autoantibodies TTP73–1, ELH2–1 and
TR8C11 on ADAMTS13 activity was tested in the FRETS-
VWF73 assay. Autoantibodies TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11
did not inhibit ADAMTS13 activity (►Fig. 2F). As expected,
also autoantibody I-9 could not inhibit ADAMTS13 activity at
the concentration used (►Fig. 2F), while autoantibody II-1
had an inhibitory effect of approximately 70% (►Fig. 2F).6

To conclude, we expanded the panel of cloned anti-
ADAMTS13 autoantibodies4–10 by generating two novel
anti-cysteine–spacer antibodies that are non-inhibitory
and an anti-T2–T3 antibody that is also non-inhibitory in
the fluorescence resonance energy transfer (FRETS) assay.

Anti-ADAMTS13 Autoantibodies Recognize Cryptic
Epitopes in ADAMTS13
The spacer domain of ADAMTS13 is known to be partly
shielded by the CUB domains through direct interaction of
the spacer and the CUB domains.19–21 Abolishment of this
interaction exposes cryptic epitopes in the so-called ‘open’

conformation of ADAMTS13,whichwe recently showed to be
specifically present during the acute phase of iTTP patients.22

Hence, we next wanted to analyse whether our three newly
cloned autoantibodies could potentially recognize cryptic
epitopes of ADAMTS13. To investigate if autoantibodies
TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 recognize cryptic epitopes,
the capacity of the autoantibodies to capture ADAMTS13 or
to bind to coated ADAMTS13 was compared in ELISA
(►Fig. 3A). Antibodies that recognize cryptic epitopes will
not be able to capture ‘closed’ ADAMTS13 from solution
(►Fig. 3A, left), while those antibodies will bind to coated
ADAMTS13 (►Fig. 3A, right), because coating of ADAMTS13
changes its conformation.22,41 Interestingly, none of the
newly cloned antibodies (TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11)
were able to capture ADAMTS13 (►Fig. 3B), while they did
bind to coated ADAMTS13 (►Fig. 3C), indicating that they
indeed recognize cryptic epitopes in ADAMTS13. In contrast,
the control autoantibody II-1 did both capture ADAMTS13
and bind to coatedADAMTS13 (►Figs. 3B and C). Intriguingly,
control autoantibody I-9 could also not capture ADAMTS13
(►Fig. 3B) but could bind to coated ADAMTS13 (►Fig. 3C),
showing for the first time, that the known antibody I-9 also
recognizes a cryptic epitope in the spacer domain.

In conclusion, we specifically checked for the first time if
cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies can recognize cryptic
epitopes in ADAMTS13 and showed that iTTP patients can
indeed have autoantibodies recognizing cryptic epitopes in
the cysteine–spacer and T2–T3 domains.

Murine Anti-ADAMTS13 Antibody 3H9 Induces a
Conformational Change in ADAMTS13
Initially, we did not expect to identify anti-ADAMTS13
autoantibodies recognizing cryptic epitopes as the anti-
ADAMTS13 autoantibodies were selected on ADAMTS13
captured by our murine anti-human ADAMTS13 antibody
3H9. Capturing ADAMTS13 from solution was anticipated to
exhibit ADAMTS13 in a folded conformation. However, since
the autoantibodies TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 recognize
cryptic epitopes in ADAMTS13, this implies that capturing
ADAMTS13 by 3H9 induces a conformational change in
ADAMTS13 thereby exposing cryptic epitopes. To prove
this, we used our murine anti-ADAMTS13 antibody 1C4,
which was previously found to recognize a cryptic epitope
in the spacer domain of ADAMTS13.22 Indeed, ADAMTS13 in
solution could not be captured by antibody 1C4 (►Fig. 3D).
However, when ADAMTS13 was captured by antibody 3H9,
antibody 1C4 did bind to ADAMTS13 (►Fig. 3D), proving that
capturing ADAMTS13 on 3H9 indeed induces a conforma-
tional change in which cryptic epitopes become exposed.
Hence, our anti-ADAMTS13 autoantibodies were selected on
open ADAMTS13. Our results also suggest that labelling of
the ADAMTS13 used for B cell sorting must have altered the
conformation of ADAMTS13.

To conclude, selecting human anti-human ADAMTS13
antibodies that recognize cryptic epitopes in ADAMTS13
can be explained through the capturing of ADAMTS13 by
murine anti-ADAMTS13 antibody 3H9 that apparently
induces an open conformation in ADAMTS13.

Fig. 1 The cloned antibodies TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 bind to
ADAMTS13. (A) Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) under reducing conditions of the newly cloned
antibodies TTP73–1, ELH2–1, TR8C11, BM4H3 and ELH5B9. (B)
Binding of biotinylated TTP73–1, ELH2–1, TR8C11, BM4H3, II-1 and I-9
to ADAMTS13 captured from normal human plasma pool (NHP) by
3H9 (5 µg/mL) coated on a 96-well microtiter plate. Detection of the
cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies was done with horseradish
peroxidase (HRP)-labelled streptavidin. The optical density (OD) value
corresponding to the binding of antibody II-1 was set as 1 to calculate
relative OD values.
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Fig. 2 The cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies TTP73–1 and TR8C11 recognize the ADAMTS13 cysteine–spacer domains while ELH2–1 is
directed against the T2–T3 domains and none of the autoantibodies inhibit ADAMTS13 activity. (A) Structure of wild-type (WT) ADAMTS13 and
its truncation (M, MD, MDT, MDTCS, T5, T6, T7, T8 and T2C2) and deletion variants (delT2, delT3, delT4, delT5, delT8 and delCUB1) that were
used for the epitope mapping of the cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies TTP73–1, TR8C11 and ELH2–1. The different domains in ADAMTS13
are: a metalloprotease domain (M), a disintegrin-like domain (D), a thrombospondin type 1 repeat (T1), a cysteine-rich domain (C), a spacer
domain (S), another 7 T domains and 2 CUB domains. In the ADAMTS13 variants one ormore domains have been deleted. (B–D) Epitopemapping
of anti-ADAMTS13 autoantibodies TTP73–1 (B), TR8C11 (C) and ELH2–1 (D). The ADAMTS13 variants were captured by antibody 3H9 (5 µg/mL)
on 96-well microtiter plates and the cloned human anti-ADAMTS13 autoantibodies were added. Bound antibodies were detected using
horseradish peroxidase (HRP)-labelled rabbit anti-human immunoglobulin G (IgG) and IgM antibodies. For antibody ELH2–1 (D), relative optical
density (OD) values were calculated by putting the OD value of the binding of ELH2–1 to WT ADAMTS13 as 1. (E) Western blot was performed to
test whether the anti-ADAMTS13 autoantibodies recognize denatured ADAMTS13. A 7.5% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) gel was run with 50 nM of rhADAMTS13 under non-reducing conditions and transferred to a polyvinylidene fluoride
(PVDF) membrane. After blocking, the cloned antibodies TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 were added (1.5 µg/mL) and bound antibodies were
detected using HRP-labelled rabbit anti-human IgG and IgM antibodies. The autoantibodies II-1 and I-9 were used as a positive control. Detection
with only secondary antibody (– ‘control’) was used as negative control. (F) The inhibitory capacity of the cloned anti-ADAMTS13 autoantibodies
TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 was tested in the FRETS-VWF73 assay. Antibodies II-1 and I-9 were included as controls. The autoantibodies
(10 µg/mL) were incubated with 0.03 µg/mL of plasma ADAMTS13. Activity of ADAMTS13 in normal human plasma pool (NHP) was set as 100%.
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Discussion

We recently showed that ADAMTS13 in acute iTTP adopts an
open conformation resulting in exposure of a cryptic epitope
in the spacer domain.22 In this study, we now cloned three
anti-ADAMTS13 autoantibodies, TTP73–1, ELH2–1 and
TR8C11, from PBMCs of iTTP patients through B cell sorting
and showed that all three antibodies recognize cryptic
epitopes, either in the cysteine–spacer domains (TTP73–1
and TR8C11) or in the T2–T3 domains (ELH2–1).

We isolated 96 B cell clones from PBMCs of 13 iTTP patients
of which 27 produced anti-ADAMTS13 IgG antibodies and 69
IgM antibodies (32 produced anti-ADAMTS13 IgM antibodies
and 37 produced IgM antibodies that class switched to IgG
antibodies during the incubation period). Hence, 72% of the
viable anti-ADAMTS13 B-cells were of the IgM isotype,
although IgM’s are only found in approximately 10% of iTTP
patients.39,40 Sequence determination of 30 IgM antibodies
revealed that they were generated from 16 different IGHV
germline sequences and that 57% of the complete antibody
sequences contained no SHM (derived from naïve IgM clones),
while 43% did show SHM (generated after antigen encounter).
Our data are in linewith those described in our previous study,
where anti-RhD antibodies were isolated from donors hyper-

immunizedwith Dþ erythrocytes using the same B cell sorting
technology. Despite the almost complete absence of IgM anti-
RhD antibodies in these donors, a high frequency (77%) of IgM
expressing anti-RhD-specific B cells was found.23,31 These IgM-
producing clones were either naïve (no SHM) or were hyper-
mutated by antigen encounter.23 These results supported data
generated in mice suggesting that a large pool of long-lasting
IgM memory cells circulate in the peripheral blood and that
these cells continuously replenish the IgG memory pool after
repeated re-encounter of the antigen.31,42 As the role of IgM
presenting B cells and therefore also IgM antibodies could be
larger than initially thought, also cloning of IgM antibodies
could be useful in the future to better understand their role in
iTTP and in (auto)immunity.

The remaining 27 anti-ADAMTS13 positive B cells produced
IgG antibodies. The complete sequence of 5 of these IgG anti-
bodies could be determined and revealed that they were
generated from 5 different germlines. The antibody sequences
of anti-cysteine–spacer autoantibodies TR8C11 and TTP73–1
werederivedfromthegermlinesequenceVH1–69andVH4–39,
respectively. Although the VH1–69 germline sequence was
shown to be dominant in anti-spacer autoantibodies,6 our
and other studies show that anti-spacer antibody germline
sequences are not restricted to the VH1–69 sequences.4,5,7,9,14

Fig. 3 Anti-ADAMTS13 autoantibodies recognize cryptic epitopes in ADAMTS13. (A) Antibodies that recognize cryptic epitopes in ADAMTS13
cannot capture ‘closed’ADAMTS13 from solution (left). Coating of ADAMTS13 induces conformational changes where cryptic epitopes become
exposed. Antibodies recognizing those cryptic epitopes will now be able to bind (right). (B) A 96-well microtiter plate was coated with
autoantibodies (TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11) and control antibodies II-1 and I-9 (5 µg/mL). Next, human plasma was added and bound
ADAMTS13 was detected with biotinylated 3H9 and streptavidin-horseradish peroxidase (HRP). The optical density (OD) value corresponding to
ADAMTS13 captured by II-1 was set as 1 and used to calculate the relative OD values. (C) A 96-well microtiter plate was coated with rhADAMTS13
(15 nM). Autoantibodies TTP73–1, ELH2–1 and TR8C11 or controls II-1 and I-9 were added (6.25 µg/mL) and bound antibodies were detected
with HRP-labelled rabbit anti-human immunoglobulin G (IgG) and IgM antibodies. Relative OD values were calculated by putting the OD value
represented by binding of II-1 to coated rhADAMTS13 at 1. (D) A 96-well microtiter plate was coated with antibody 1C4 or 3H9 (5 µg/mL). Plasma
ADAMTS13 was added and bound ADAMTS13 was detected, using biotinylated 3H9 or 1C4, respectively, followed by addition of streptavidin-
HRP. The OD value corresponding to the binding of 1C4 to ADAMTS13 captured by 3H9 was set at 1 and used to calculate relative OD values. The
murine anti-ADAMTS13 antibody 1C4 recognizes a cryptic epitope in plasma ADAMTS13. This epitope becomes exposed when ADAMTS13 is
captured by 3H9.
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The SHM rate in the ADAMTS13-specific antibodies TR8C11,
TTP73–1 and ELH2–1 was low or absent suggesting that addi-
tional antigen encountermight increaseaffinity forADAMTS13.
Indeed, it has been shown that affinitymaturationofantibodies
doesoccurduring thediseasecourse.43Selecting twoantibodies
(BM4H3 and ELH5B9) that were in the end not specific for
ADAMTS13 or could not be expressed is also in line with our
previous study23 and stresses the importance of cloning and
expressing antibodies selected from B cells before labelling
them as antigen specific.

We previously showed that ADAMTS13 has an altered (or
open) conformation, where a cryptic epitope in the spacer
domain becomes exposed when patients are suffering from
acute iTTP.22 In this study, we isolated two anti-ADAMTS13
autoantibodies that recognize cryptic epitopes in the cysteine–
spacer domains and one antibody that recognizes a cryptic
epitope in the T2–T3 domains. Interestingly, Underwood et al
recently presented a study at the International Society on
Thrombosis and Haemostasis in Berlin where patient samples
were screened for anti-ADAMTS13 autoantibodies againstopen
and closed ADAMTS13. They showed that more autoantibodies
could bind to open ADAMTS13 compared with closed
ADAMTS13.44 These data are in line with our study and show
that iTTP patients indeed have anti-ADAMTS13 autoantibodies
recognizing cryptic epitopes. How the open ADAMTS13 con-
formation and the circulating autoantibodies against cryptic
epitopes contribute to ADAMTS13 deficiency remains to be
determined. It is tempting to speculate that both the open
ADAMTS13 conformation as well as the antibodies against
cryptic epitopes contribute to ADAMTS13 clearance, an impor-
tantdeterminant in thepathophysiologyof iTTP18,45byamulti-
step process. During acute iTTP, a—so far unknown—trigger
opens ADAMTS13, cryptic epitopes become exposed and could
induce autoantibody development recognizing these cryptic
epitopes which will subsequently bind. Binding of these auto-
antibodies together with the (already) bound autoantibodies
recognizing non-cryptic epitopes might lead to large immune
complexes resulting inADAMTS13clearance.Thismightexplain
why some iTTP patients in remission still have anti-ADAMTS13
autoantibodies but noADAMTS13 clearance. Hence, specifically
targeting autoantibodies recognizing cryptic epitopes might be
aneffective immune therapy. Alternatively, targeting the factors
that open ADAMTS13 might be another valuable strategy.

In this study, we also used the previously cloned anti-
ADAMTS13 spacerdomain autoantibodies I-9 and II-1 as control
antibodies. We now demonstrated that also I-9 recognizes a
cryptic epitope in the spacer domain as I-9 could not capture
ADAMTS13 from solution but did bind to coated ADAMTS13 in
ELISA. These data are in line with our previous findings that I-9
recognizes thesameepitopeas themurinemonoclonal antibody
1C4, which we previously identified to recognize a cryptic
epitope in the spacer domain of ADAMTS13.14,22 Although
antibody II-1 has an overlapping epitope with I-9 and 1C4, II-1
can capture ‘closed’ADAMTS13 from solution in our ELISA. This
is in line with the data of South et al20 who could immunopre-
cipitate ADAMTS13 from solution by antibody II-1. However,
inducing an open ADAMTS13 conformation increased the bind-
ing of II-1,20 showing that epitope of II-1 is partially cryptic.

In conclusion, we were able to clone three novel specific
anti-ADAMTS13 autoantibodies (TTP73–1, ELH2–1 and
TR8C11) by sorting B cells from iTTP patients. In vitro
characterization revealed that these anti-ADAMTS13 auto-
antibodies target cryptic epitopes in ADAMTS13. Whether
these autoantibodies develop after exposure of the cryptic
epitopes and if and how they contribute to antigen clearance,
remain to be determined.

What is known about this topic?

• Immune-mediated thrombotic thrombocytopenic
purpura (iTTP) patients are characterized by an absent
ADAMTS13 activity, presence of polyclonal anti-
ADAMTS13 autoantibodies and an open ADAMTS13
conformation with a cryptic epitope in the spacer
domain exposed during an acute episode.

• Cloning of anti-ADAMTS13 autoantibodies helps to
gain insight into how the anti-ADAMTS13 autoantibo-
dies induce ADAMTS13 deficiency.

What does this paper add?

• Anti-ADAMTS13 autoantibodies can be isolated and
cloned through B cell sorting.

• iTTP patients have anti-ADAMTS13 autoantibodies
that recognize cryptic epitopes in the spacer and
T2T3 domains of ADAMTS13.

• Capturing ADAMTS13 by antibodies can induce con-
formational changes in ADAMTS13.
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Résumé : Le  purpura  thrombotique 
thrombocytopénique  (PTT)  est  une  maladie 
autoimmune  rare  et  grave  caractérisée  par  la 
présence d’anticorps dirigés contre ADAMTS13 
(A13),  une  protéase  impliquée  dans 
l’hémostase  primaire.  L’implication  des 
lymphocytes  T  CD4+  spécifiques  d’ADAMTS13, 
dans  la  physiopathologie  de  la  maladie  est 
suggérée  par  une  restriction  pour  l’haplotype 
HLA‐DRB1*11  (DR11),  l’isotype  IgG  des 
anticorps.  
Dans ce travail, nous avons cherché à identifier 
les épitopes T d’A13. 
Tout  d’abord,  nous  avons  sélectionné  in  silico 
les  peptides  d’A13  susceptibles  d’être 
présentés par les molécules HLA‐DR11. Ensuite, 
l’étude  de  la  liaison  de  ces  peptides  à  des 
molécules  HLA‐DR11  par  des  tests  ELISA 
compétitifs  a  permis  d’identifier  les  peptides 
les plus affins. 

Enfin,  nous  avons  déterminé  les  peptides 
d’ADAMTS13  reconnus  par  les  lymphocytes  T 
CD4+ de donneurs sains et de patients porteurs 
de  l’haplotype  DR11.  Ces  travaux  ont 
également  été  reproduits  pour  l’haplotype 
HLA‐DR1  et  dans  un  modèle  murin  de  souris 
transgéniques  humanisées  exprimant 
l’haplotype HLA‐DR1.  
Les  résultats  de  ce  travail  nous  permettent 
d’envisager  d’isoler  des  lymphocytes  T  CD4+ 
spécifiques d’ADAMTS13 chez  les patients afin 
de mieux  les caractériser aux différents stades 
de  la maladie  et  de  suivre  leur  évolution  sous 
traitement  dans  le  but  de  mieux  anticiper  les 
rechutes. 

Title : ADAMTS13 T cell epitope identification in Thrombotic Thrombocytopenic Purpura patients 

Keywords : TTP, ADAMTS13, T-Cell epitope, purpura, TMA

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is 
a  rare  and  severe  disease  characterized  by 
auto‐antibodies  directed  against  ADAMTS13 
(A13),  a  plasmatic  protein  involved  in 
haemostasis. The implication of CD4+ T cells in 
the  pathogenesis  of  the  disease  is  suggested 
by  the  existence  of  a  restriction  to  particular 
HLA‐DR  alleles  and  by  the  IgG  isotype  of  the 
antibodies.  
In  this  study,  we  wished  to  determine  the  T 
cell epitopes of A13.  
First,  we  selected  in  silico  the 
immunodominant  peptides,  based  on  their 
binding capacity to HLA‐DR11 molecules.  

Second, their binding capacity to purified HLA‐
DR1 molecules using a ELISA competitive assay 
led  us  to  identify  the  best  binder  peptides. 
Finally,  we  determined  the  peptides 
recognized  by  human CD4+  T  cells  from DR11 
healthy  donors  and  patients.  These  results 
were  reproduced  for  the  HLA‐DR1  haplotype 
and  in  a  transgenic  humanized  HLA‐DR1 
mouse model.  
In a perspective point of view, our results will 
allow us  to  further  isolate  the  specific  CD4+  T 
cells in order to characterize them at different 
steps  of  the  disease  and  during  follow‐up  to 
better anticipate relapses. 
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