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L’immunogénicité des biomédicaments constitue l’un des problèmes majeurs liés au traitement 

des patients et se traduit par la production d’anticorps dirigés contre le biomédicament (anti-

drug antibodies, ADA). La détection de ces anticorps s’accompagne souvent d’une perte 

d’efficacité du traitement due à leur effet neutralisant. Par ailleurs, la présence d’agrégats 

protéiques dans le produit administré est un des facteurs contributifs au processus 

d’immunogénicité. En effet, la détection d’ADA de haute affinité chez les patients suggère la 

mise en place d’une réponse immunitaire adaptative spécifique faisant intervenir les cellules 

dendritiques (DC) qui pourraient reconnaître les agrégats de protéines comme signal de danger, 

devenir matures et induire la mise en place d’une réponse lymphocytaire.  

L’objectif de ce travail de thèse était de mieux comprendre l’interaction des agrégats 

d’anticorps thérapeutiques avec les DC et les conséquences sur la réponse des lymphocytes T 

(LT). Nous présentons dans la partie introductive de ce travail l’immunogénicité des 

biomédicaments en se focalisant dans un premier chapitre sur les mécanismes et les facteurs 

favorisant le développement des ADA. Dans un deuxième chapitre, nous abordons le problème 

de l’agrégation des anticorps thérapeutiques, en développant les mécanismes de formation des 

agrégats ainsi que leur rôle dans l’immunogénicité. Enfin, le dernier chapitre est consacré aux 

étapes clés de la réponse immunitaire adaptative dirigée contre les anticorps thérapeutiques et 

les agrégats. 

La première partie expérimentale de ce travail avait pour objectif d’étudier les mécanismes 

cellulaires précoces impliqués dans le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative en 

réponse aux agrégats d’infliximab (Article 1, soumis au Journal of Immunology). Le second 

objectif était de mettre en évidence l’existence d’un répertoire de LT CD4+ naïfs spécifiques 

des agrégats d’infliximab (Résultats complémentaires) afin de mieux comprendre le rôle des 

agrégats dans la génération de néo-épitopes favorisant l’immunisation contre les anticorps 

thérapeutiques. 
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Parallèlement, nous nous sommes intéressés aux mécanismes intracellulaires induits par des 

agrégats de l’hormone de croissance recombinante humaine et impliqués dans l’activation des 

DC (Annexe I). 

Par ailleurs, notre équipe était partenaire dans le consortium européen ABIRISK (Anti-

Biopharmaceutical Immunization: prediction and analysis of clinical relevance to minimize the 

RISK ; 2012-2018), financé par l'Innovative Medicine Inititative et dont l’objectif était de 

développer une approche intégrative pour l’étude de l’immunisation des patients aux 

biomédicaments. En partenariat avec des industriels, nous avons étudié l’effet de quatre 

anticorps thérapeutiques et de leurs agrégats produits par différents types de stress, sur la 

modulation de la réponse des DC en mesurant les modifications phénotypiques induites via 

différents paramètres. Cette étude a permis de mettre en avant un modèle in vitro pour évaluer 

les capacités activatrices des agrégats de protéines thérapeutiques sur les DC (Annexe II). 
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Chapitre I : Immunogénicité des biomédicaments 

1. Définition et historique de l'immunogénicité  

Une substance est dite immunogène lorsqu’elle a le pouvoir d’induire une réaction immunitaire 

spécifique et adaptative. De ce fait, l’immunogénicité d’un biomédicament se traduit, chez une 

fraction des patients traités, par le développement d’anticorps dirigés contre ce biomédicament, 

appelés ADA, pour anti-drug antibodies (Sauna et al., 2018; Stas et al., 2009). 

 

1.1. Premiers cas d’immunogénicité 

Les premiers cas d’immunogénicité de protéines à visée thérapeutique décrits dans la littérature 

datent de l’année 1905 avec des antitoxines isolées de sérums de chevaux immunisés utilisées 

dans le traitement de la diphtérie et du tétanos (Freiherr, 1905). Deux pédiatres, Clemens von 

Pirquet et Bela Schick, ont montré que l’administration d’antitoxines sériques induisaient la 

formation d’anticorps circulants spécifiques du sérum injecté et pouvant participer aux 

symptômes de la maladie sérique observée chez les patients traités (Silverstein, 2000). Quelques 

années plus tard, en 1922, l’insuline porcine est utilisée dans le traitement du diabète, cependant 

cette protéine était immunogène et 97 % des patients traités ont développé des anticorps anti-

insuline. La production et la purification d’insuline humaine grâce aux avancées techniques 

dans le domaine du génie génétique ont permis en 1982 la mise sur le marché de la première 

protéine recombinante à visée thérapeutique. Ceci a permis de réduire l’immunogénicité 

observée avec l’insuline animale, avec une diminution des taux d’anticorps anti-insuline et des 

cas de réactions allergiques et de résistance au traitement (Deckert, 1985; Quianzon and Cheikh, 

2012). 

La technique des hybridomes découverte au cours du 20ème siècle a permis le développement 

d’anticorps monoclonaux dont le muromonab (OKT3), premier anticorps monoclonal murin 

anti-CD3 à être utilisé chez l’homme dans le traitement du rejet aigu en transplantation rénale 
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(Hwang and Foote, 2005; Thistlethwaite et al., 1988). En plus des effets secondaires de cet 

anticorps liés à l’activation du système immunitaire, plus de 75 % des patients ont développé 

des anticorps anti-OKT3 (notamment IgM et IgG) anti-isotypes et anti-idiotypes, aussi appelés 

HAMA pour « human anti-murine antibodies », dès la deuxième semaine de traitement à 

l’OKT3 (Jaffers et al., 1986; Ortho Multicenter Transplant Study Group, 1985). Le taux de 

patients développant des anticorps anti-OKT3 varie en fonction de l’étude clinique, l’indication 

du traitement, l’organe greffé, l’administration concomitante d’immunosuppresseurs et le test 

de détection et de dosage utilisé (Kimball et al., 1995). Les anticorps anti-idiotypes sont 

responsables de la neutralisation de l’OKT3 et donc de la perte de l’efficacité clinique. De ce 

fait, l’humanisation des anticorps thérapeutiques était nécessaire pour réduire leur 

immunogénicité. 

 

1.2. Humanisation des anticorps monoclonaux 

Les avancées dans le domaine de l’ingénierie des protéines ont permis d’abord la production 

d’anticorps chimériques ne comportant que 30 % de fractions murines. Ces anticorps sont issus 

de la fusion de gènes codant pour des régions constantes humaines et des régions variables 

murines. La conservation d’une fraction variable de type murin permet le maintien de l’affinité 

et de la spécificité de l’anticorps. Par ailleurs, la fraction constante humaine permet, grâce aux 

interactions potentielles avec les récepteurs au fragment Fc, d’assurer une fonction effectrice 

telle que la cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps (ADCC) et la cytotoxicité médiée 

par le complément (CDC) observées par exemple avec le rituximab (Rituxan®), anticorps 

monoclonal anti-CD20 utilisé dans le traitement du lymphome non-Hodgkinien (Maloney et 

al., 2002; Scheen, 2009). En effet, il est possible de faire varier la fonction effectrice en fonction 

de l’isotype de l’anticorps. Par ailleurs, la chimérisation a permis d’augmenter la demi-vie des 

anticorps jusqu’à environ 15 jours (Gorman and Clark, 1990; Goupille, 2016; Scheen, 2009).  
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Des anticorps humanisés, avec plus de 90 % de fractions humaines, ont ensuite vu le jour en 

substituant les régions hypervariables (ou CDR pour Complementarity-Determining Regions) 

d’immunoglobuline humaine par des CDR murines, avec le daclizumab (Zenapax®) comme 

premiers anticorps anti-CD25 humanisé, ayant eu l’autorisation de mise sur le marché dans le 

rejet de greffe (Chames et al., 2009; Scheen, 2009). Cependant, ces anticorps peuvent avoir une 

affinité réduite à l’antigène par rapport à l’anticorps murin due aux modifications de la 

conformation spatiale des CDR qui est influencée par les régions variables dites charpentes ou 

Frameworks Regions (FR) d’origine humaine. Dans ces cas-là, il est nécessaire d’induire des 

mutations ponctuelles au niveau des FR humaines pour se rapprocher des séquences murines et 

augmenter l’affinité à l’antigène (Safdari et al., 2013; Schlapschy et al., 2004).  

L’utilisation de nouvelles technologies telles que le phage display ou les animaux transgéniques 

a permis ensuite la production d’anticorps entièrement humains (Scheen, 2009). L’adalimumab 

(Humira®), anticorps anti-tumor necrosis factor-alpha (anti-TNFα), est le premier anticorps 

monoclonal humain mis sur le marché en 2002, il a été obtenu par la technique de phage display 

se basant sur des banques combinatoires de fragments variables d’anticorps humains exprimés 

à la surface de bactériophages (Hoogenboom, 2005). Le panitumumab (Vectibix®), anticorps 

anti-epidermal growth factor receptor, est quant à lui le premier anticorps humain obtenu par 

souris transgéniques exprimant des gènes d’immunoglobulines humaines et produisant ainsi 

des anticorps humains suite à leur immunisation avec l’antigène désiré (Lonberg, 2008).  

Les différentes générations d’anticorps monoclonaux sont représentées dans la figure 1. 

L’humanisation des anticorps devrait permettre de réduire leur immunogénicité cependant les 

études ont montré que même les anticorps entièrement humains pouvaient induire une réponse 

immunitaire conduisant à la production d’anticorps anti-biomédicaments ou HAHA pour 

human anti-human antibodies (Harding et al., 2010; Hwang and Foote, 2005).  
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Figure 1 : Les différentes générations d’anticorps monoclonaux. 
 

Le marché des anticorps monoclonaux est en expansion permanente avec une estimation de 

ventes à 130 - 200 milliards de dollars en 2022. Les anticorps humains constituent actuellement 

54 % du marché contre 32 % pour les anticorps humanisés et 14 % pour les anticorps 

chimériques avec un total de 57 anticorps monoclonaux et 11 biosimilaires utilisés en clinique 

en 2017 (Grilo and Mantalaris, 2019). 

Une liste exhaustive des anticorps thérapeutiques ayant une autorisation de mise sur le marché 

ou en cours d’essais cliniques peut être trouvées sur le site de l’IMGT®, the international 

ImMunoGeneTics information system® http://www.imgt.org (founder and director: Marie-

Paule Lefranc, Montpellier, France) via le lien suivant http://www.imgt.org/mAb-DB/index. 

D’autre part, une série d’articles annuels sous le nom de « Antibodies to watch » donne une 

mise à jour sur les anticorps thérapeutiques qui ont récemment eu les premières autorisations 

des agences du médicament ou vont les avoir durant l’année en cours. L’article le plus récent 

de la série est intitulé « Antibodies to watch in 2019 » (Kaplon and Reichert, 2019). 

 

1.3. Les autres biomédicaments  

Même si moins documentés que l’immunogénicité des anticorps monoclonaux en clinique, les 

cas d’immunisation aux protéines recombinantes humaines, telles que l’insuline, 

l’érythropoïétine (EPO),  l’hormone de croissance (GH), le FVIII et les interférons (IFN), sont 
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assez fréquents malgré l’homologie de séquence à leur équivalent endogène (Kuriakose et al., 

2016). 

De nouveaux formats de protéines recombinantes ont été plus récemment mis sur le marché 

avec des taux d’immunisation variant en fonction de la protéine (Goupille, 2016) : 

- les fragments Fab, tel que le certolizumab pegol formé d’un Fab conjugué à 2 molécules 

de polyéthylène glycol lui conférant une demi-vie plus longue 

- les protéines de fusion ou immunoadhésines formées d’un fragment Fc d’IgG fusionné 

à la partie extracellulaire d’un récepteur spécifique du ligand d’intérêt, telle que 

l’etanercept qui résulte de la fusion entre un fragment Fc et le domaine extra-cellulaire 

du récepteur au TNFα 

- les protéines recombinantes, telle que l’anakinra, antagoniste du récepteur à 

l’interleukine-1 (IL-1) ne possédant pas de fragment d’anticorps. 

 

1.4. Cas des anticorps anti-TNFα 

Nous nous intéressons dans ce travail aux anticorps anti-TNFα et plus particulièrement à 

l’infliximab, premier anticorps anti-TNFα mis sur le marché. Cette classe de biomédicaments 

est essentiellement utilisée dans le traitement de maladies inflammatoires telles que la 

polyarthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn.  

Les trois anticorps monoclonaux, infliximab, adalimumab et golimumab, sont capables de se 

lier au TNFα soluble et membranaire et d’induire la lyse de cellules productrices de TNFα. Le 

certolizumab pegol est également capable de se lier au TNFα soluble et membranaire mais n’a 

pas d’activité cytolytique étant dépourvu de fragment Fc. L’etanercept, protéine de fusion entre 

le fragment Fc d’une IgG1 et du récepteur de type 2 du TNF (TNF-R2), se lie au TNFα soluble 

bloquant ainsi sa fixation à ses récepteurs (Mitoma et al., 2018). 
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Les indications varient d’un biomédicament à l’autre selon les autorisations des agences 

compétentes, la FDA (Food and Drug Administration) aux États-Unis et l’EMA (European 

Medicines Agency) en Europe. Le tableau 1 ci-dessous résume les caractéristiques et les 

indications des biomédicaments anti-TNFα existant sur le marché. 

 
Tableau 1 : Caractéristiques et indications des biomédicaments anti-TNFα approuvés aux 
États-Unis et en Europe. 

 
AJI : arthrite idiopathique juvénile, axSPA : spondylarthrite axiale, IV : perfusion intraveineuse, MC : maladie de 
Crohn, PEG : polyéthylène glycol, PR : polyarthrite rhumatoïde, PS : psoriasis en plaques, RH : rectocolite 
hémorragique, RP : Rhumatisme psoriasique, SA : spondylarthrite ankylosante, SC : injection sous-cutanée 
* IV : usage hospitalier, médicament d’exception ; SC : prescription initiale hospitalière 
 

2. Suivi des patients sous biothérapie 

En pratique clinique, il est nécessaire de pouvoir suivre la réponse des patients au 

biomédicament afin de vérifier l’efficacité clinique et de pouvoir optimiser le traitement en cas 

de perte de réponse clinique ou d’apparition d’effets secondaires indésirables. Ainsi, le suivi 

des patients traités par biothérapie se fait par l’évaluation de leurs symptômes cliniques, de la 

concentration résiduelle du biomédicament dans le sang circulant et de la présence et du titre 

des anticorps anti-biomédicaments afin de corréler l’immunogénicité du traitement à la réponse 

clinique observée (figure 2). 
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Figure 2 : Schéma proposé pour le suivi des patients sous biothérapie. 
Adapté d’après les lignes directrices sur l’évaluation de l’immunogénicité des protéines thérapeutiques de l’agence 
européenne du médicament (European Medicines Agency, 2017) 
 

2.1. Détection et dosage des anticorps anti-biomédicaments 

2.1.1. Principe 

Les méthodes de détection des ADA permettent de confirmer la présence ou l’absence des 

anticorps dans le sérum des patients en se basant sur leur capacité à se lier à la protéine 

thérapeutique (Wadhwa et al., 2015).  

Selon les recommandations de l’agence européenne de médicament, au cours du développement 

des biomédicaments, la détection des ADA est effectuée en trois étapes, la première permet de 

dépister les échantillons potentiellement positifs en ADA, la deuxième confirme que ces 

échantillons ne sont pas des faux positifs et la dernière étape caractérise les ADA en déterminant 

leur titre, leur affinité, leurs isotypes, les épitopes dont ils sont spécifiques ainsi qu’en évaluant 

leur capacité neutralisante (European Medicines Agency, 2017) (figure 2). Par ailleurs, en 

routine clinique, la détection et le titrage des ADA sont principalement réalisés grâce à des kits 

commerciaux (Nasser et al., 2018). 
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2.1.2. Méthodes de détection, dosage et caractérisation 

2.1.2.1. Détection et dosages des anticorps anti-biomédicaments 

La conception des méthodes de détection des ADA doit suivre des recommandations 

spécifiques nécessaires pour la validation de ces tests de dépistage ce qui permet d’obtenir des 

résultats précis, sensibles, spécifiques et reproductibles (Mire-Sluis et al., 2004; Shankar et al., 

2008; U.S. Food and Drug Administration, 2019).  

Différentes méthodes ont été développées et validées pour la détection et le dosage des ADA : 

immunodosages enzymatiques (ELISA pour enzyme-linked immunosorbent assay), 

électrochimioluminescence (ECL), radio-immunodosages (RIA pour radioimmunoassay), 

résonance plasmonique de surface (SPR pour surface plasmon resonance), et plus récemment 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC-HMSA, pour homogenous mobility shift 

assay).  

L’ELISA reste la méthode plus utilisée en clinique. Les ELISA directs et indirects peuvent être 

utilisés, cependant l’ELISA sandwich (ou bridging ELISA) est le format le plus couramment 

employé. Cela consiste en la fixation des ADA présents dans le sérum des patients entre deux 

protéines thérapeutiques (figure 3a). La réaction enzymatique est mesurée par 

spectrophotométrie permettant la quantification du taux sérique d’ADA présents dans 

l’échantillon (Wadhwa et al., 2015). 

La technique d’ECL se base sur le même principe de dosage que l’ELISA sandwich, avec une 

différence dans la conjugaison de la protéine de détection qui est couplée au Ruthénium (figure 

3b). L’amplification du signal électrochimique obtenu grâce aux réactions d’oxydo-réduction 

induites suite à l’excitation de l’ion Ruthénium confère à l’ECL une sensibilité plus élevée que 

l’ELISA. Cette technique permet, dans certains cas, la détection d’anticorps de faible affinité 

et est souvent utilisée pour le dosage des anticorps dirigés contre les anticorps monoclonaux 

(Pineda et al., 2016; Wadhwa et al., 2015). 
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Les radio-immunodosages (RIA) sont également couramment utilisés dans la détection des 

ADA, cependant la présence de protéines radiomarquées parmi les réactifs limite leur emploi 

en clinique. Un exemple de RIA est l’antigen-binding test où les ADA sériques sont isolés par 

fixation sur protéine A puis révélés et quantifiés après ajout de la protéine thérapeutique 

radiomarquée (figure 3c). Contrairement à l’ELISA et à l’ECL, les RIA, à sensibilité élevée, 

permettent de détecter les anticorps d’isotype IgG4 ainsi que les anticorps de faible affinité 

(Wadhwa et al., 2015). 

La résonance plasmonique de surface permet de détecter en temps réel les ADA sériques. Cette 

technique consiste en l’immobilisation du biomédicament à la surface d’un capteur SPR et la 

mesure de la liaison des ADA au biomédicament (figure 3d). Quoique moins sensible et de 

faible débit, l’avantage de la SPR par rapport aux autres méthodes de détection est sa capacité 

à détecter les anticorps de faible affinité. Elle permet également de distinguer les différents 

isotypes d’anticorps présents et donc peut être utilisée pour la caractérisation des ADA (Beeg 

et al., 2019; Wadhwa et al., 2015). 

La technique HMSA permet quant à elle de déterminer les taux sériques de la protéine 

thérapeutique ainsi que des ADA dirigés contre cette protéine. Pour le dosage des ADA, la 

protéine thérapeutique couplée à l’alexa fluor 488 est utilisée comme substrat. L’HPLC est 

ensuite utilisée pour quantifier les complexes d’ADA et de protéine thérapeutique marquée 

formés (figure 3e) (Wang et al., 2012). 
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Figure 3 : Les méthodes de détection des anticorps anti-biomédicaments. 
Adapté de (Bendtzen, 2013) 
 

Une limite majeure de ces différentes techniques est l’interférence du biomédicament dans la 

détection des ADA. En effet, la présence du biomédicament en quantités importantes peut 

favoriser la formation de complexes biomédicament – ADA et ainsi réduire le taux d’ADA 

libres dans le sérum induisant un biais dans la détection des ADA par sous-estimation des taux 

d’ADA ou par obtention de faux-négatifs (Hart et al., 2011; Pineda et al., 2016). Plusieurs 

approches sont actuellement utilisées afin de remédier à ce problème. D’une part, il est possible 

de réduire l’interférence du biomédicament en modifiant certains paramètres physico-

chimiques tels que la modification du pH par acidification du milieu permettant de dissocier les 

complexes biomédicament – ADA (European Medicines Agency, 2017; Pineda et al., 2016). 

D’autre part, une importance particulière est accordée au moment du prélèvement des 
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échantillons sériques pour le dosage des ADA et du biomédicament. Par exemple, dans le cas 

d’un traitement à l’infliximab, anticorps anti-TNFα injecté en perfusion intraveineuse (IV), le 

dosage doit être effectué lorsque le taux résiduel d’infliximab est au plus bas c’est-à-dire juste 

avant la nouvelle perfusion. En revanche, dans le cas de l’adalimumab, anti-TNFα injecté par 

voie sous-cutanée (SC), le dosage peut être fait à tout moment étant donné que les taux 

d’adalimumab sont relativement constants entre deux injections, toutefois il est recommandé 

que le dosage soit fait juste avant la nouvelle injection en cas de perte de réponse (Gorovits et 

al., 2018; Hendy et al., 2016). 

 

2.1.2.2. Évaluation du caractère neutralisant des anticorps anti-biomédicaments 

Les anticorps anti-biomédicaments sont dits neutralisants (NAb pour neutralizing antibodies) 

lorsqu’ils sont capables d’inhiber ou de réduire l’activité biologique du biomédicament et ceci 

en se liant au niveau ou à proximité du site d’action et induisant un encombrement et blocage 

de la liaison du biomédicament à sa cible. Par conséquent, si les ADA sont spécifiques 

d’épitopes distants du site d’action du biomédicament et n’affecte donc pas sa liaison à sa cible, 

ils sont considérés non neutralisants (non-NAb pour non-neutralizing antibodies). 

L’évaluation du caractère neutralisant des ADA peut se faire à travers des tests cellulaires (cell-

based bioassay) comme l’essai se basant sur l’expression d’un gène rapporteur (RGA pour 

reporter-gene assay) (Lallemand et al., 2011) ou des immunodosages enzymatiques par 

compétition (competitive ligand binding assay) où la liaison du biomédicament à sa cible 

biologique est inhibée en présence d’anticorps neutralisants (van Schie et al., 2015). 

Ces tests sont par exemple utilisés pour caractériser les ADA dirigés contre les anticorps anti-

TNFα tels que l’infliximab et l’adalimumab. Le test utilisant un gène rapporteur permet 

d’évaluer l’activité biologique de l’anti-TNFα en présence d’ADA, en détectant l’activité 

cellulaire du ligand TNFα (figure 4a) (Bendtzen, 2015; Lallemand et al., 2011). 
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L’immunodosage enzymatique par compétition peut être également utilisé. Un signal est 

détecté lorsque les complexes TNFα-biomédicament radiomarqué se lient aux ADA fixés sur 

protéine A, alors que l’absence de signal indiquerait que la liaison des ADA au biomédicament 

a été bloqué par le TNFα et que ces ADA sont neutralisants (figure 4b). Une étude utilisant ce 

test a montré que plus de 90% des ADA développés en réponse aux anti-TNFα (adalimumab, 

infliximab, golimumab, certolizumab) sont neutralisants (van Schie et al., 2015). 

 
Figure 4 : Les méthodes d’évaluation du caractère neutralisant des anticorps anti-
biomédicaments. 
De (Bendtzen, 2015; van Schie et al., 2015) 
 

Les agences du médicament recommandent d’évaluer le caractère neutralisant des ADA chez 

les patients séropositifs pour les ADA (European Medicines Agency, 2017; U.S. Food and Drug 

Administration, 2019). Cependant en pratique clinique, ces tests ne sont pas systématiquement 

faits étant donné que la présence d’ADA, qu’ils soient neutralisants ou non, induit au cours du 

temps une perte de la réponse clinique au biomédicament. En effet, même les ADA non 

neutralisants favoriseraient cette perte de réponse à cause de leur capacité à se lier au 

biomédicament et d’augmenter sa clairance (Gunn et al., 2016). 
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2.2. Dosage des biomédicaments dans le sang circulant 

2.2.1. Principe 

Le dosage du biomédicament dans le sang circulant est un outil essentiel en clinique pour 

l’ajustement de la dose administrée afin d’atteindre la concentration optimale associée à une 

meilleure réponse clinique. La concentration (sérique ou plasmatique) du biomédicament est 

un paramètre plus pertinent que la dose administrée et ceci est dû à la variabilité de la 

pharmacocinétique du biomédicament entre les patients ainsi que chez un même patient au fil 

du temps (Dreesen et al., 2017). La collecte des échantillons est souvent faite avant l’injection 

suivante afin de déterminer le concentration résiduelle du biomédicament, en parallèle du test 

de détection des ADA (Bastida et al., 2017). 

Différentes études ont clairement montré une corrélation entre la concentration résiduelle du 

biomédicament et la réponse clinique observée. Une diminution du taux résiduel est ainsi 

associée à une perte partielle ou totale de la réponse au traitement. Cette diminution est 

également associée à une apparition d’ADA pouvant neutraliser le biomédicament et/ou 

augmenter sa clairance (Bastida et al., 2017; Papamichael et al., 2019). Plusieurs études se sont 

intéressées à déterminer les concentrations résiduelles optimales des biomédicaments 

notamment ceux utilisés dans le traitement des maladies inflammatoires. Ces études ont montré 

l’importance du suivi des concentrations des biomédicaments pour l’optimisation du traitement 

et l’amélioration de la réponse clinique (Bastida et al., 2017). Par exemple, il a été montré 

qu’une concentration résiduelle d’infliximab entre 3 et 7 µg.mL-1 était optimale pour une 

meilleure rémission clinique dans le traitement des maladies inflammatoires de l’intestin ainsi 

que dans la polyarthrite rhumatoïde (Mulleman et al., 2009; Vande Casteele et al., 2015). Dans 

le cas de l’adalimumab, l’efficacité maximale était atteinte à une concentration résiduelle entre 

5 et 8 µg.mL-1 (Paul et al., 2014; Pouw et al., 2015). 
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2.2.2. Méthodes de dosage 

Différentes méthodes de dosage du biomédicament dans le sang circulant peuvent être utilisées 

dont l’ELISA, l’ECL, la RIA, la SPR et la HMSA (Beeg et al., 2019; Dreesen et al., 2017). 

L’ELISA est la méthode la plus communément utilisée en France. Il existe des kits comprenant 

deux tests ELISA à faire en parallèle, l’un pour doser le biomédicament et l’autre pour détecter 

la présence d’ADA (Dreesen et al., 2017). D’autre part, la détermination de la concentration 

sérique du biomédicament par HMSA consiste en la quantification des complexes formés par 

le biomédicament libre présent dans le sérum et sa cible couplé à l’alexa fluor 488 (Wang et al., 

2012). 

 

3. Immunogénicité des différents types de biomédicaments 

3.1. Incidence des anticorps anti-biomédicaments 

Malgré l’existence de recommandations permettant d’unifier les critères de validation des 

différentes méthodes de détection et de caractérisation des ADA, il est difficile de comparer les 

résultats obtenus pour un biomédicament donné lors des différentes études cliniques menées. 

En effet, nous observons une variabilité dans l’incidence d’ADA ainsi que dans les 

caractéristiques de ces anticorps et ceci est dû d’une part à la variabilité des méthodes utilisées 

pour détecter les ADA et d’autre part à la variabilité des études cliniques (patients, maladies, 

traitement) et de la stratégie des études (durée de l’étude, moment de collecte des échantillons) 

(Gunn et al., 2016).  

 

3.1.1. Protéines homologues pour des protéines endogènes 

Comme précisé précédemment, l’immunogénicité des biomédicaments homologues pour des 

protéines endogènes est peu documentée, cependant plusieurs situations de perte d’efficacité et 

d’apparition d’effets secondaires indésirables en réponse au traitement ont nécessité 
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l’évaluation de la production d’ADA chez les patients. Ceci est le cas par exemple pour 

l’Eprex® (epoétine α), une EPO recombinante humaine pour laquelle il a été rapporté entre les 

années 1998 et 2004 des cas d’érythroblastopénie acquise (PRCA pour Pure Red Cell Aplasia), 

associés au développement d’anticorps neutralisants dirigés contre l’EPO recombinante et 

endogène (Swanson et al., 2004). Le tableau 2 ci-dessous indique quelques biomédicaments 

pour lesquelles l’immunogénicité a été évaluée. 

 

Tableau 2 : Immunogénicité des biomédicaments homologues de protéines endogènes. 

Biomédicament Homologue 
endogène Indication Incidence d’ADA Références 

Insuline recombinante 
humaine Insuline Diabète 14-44 % (Fineberg et al., 2007) 

Somatotropine Hormone de 
croissance (GH) Déficit en hormone 

de croissance 7-22 % (Rougeot et al., 1991) 

Érythropoïétine 
recombinante humaine Érythropoïétine 

(EPO) Anémie associée à 
l’insuffisance rénale 

Entre 1998 et 2004 : 18/100 000 patient-années, 
191 cas identifiés 

Depuis 2005 : 0.2-0.3/100 000 patient-années (Macdougall et al., 2015; 
McKoy et al., 2008) 

FVIII recombinant 
humain FVIII Hémophilie A 5-30 % (Ing et al., 2016) 

Interféron α 
recombinante Interféron α 

(IFNα) Hépatite B ou C 
chronique 7-60 % (Tovey and Lallemand, 

2010) 

Interféron β Interféron β 
(IFNβ) Sclérose en plaque IFNβ-1a (IM) : 1,1-4,2 %, (SC) : 11,1-23 % 

IFNβ-1b (SC) : 17.4-33.3 % (Bachelet et al., 2016) 

IM : injection intramusculaire, SC : injection sous-cutanée 

 

3.1.2. Anticorps thérapeutiques et dérivés 

Comme indiqué précédemment, les anticorps monoclonaux d’origine murine sont très 

immunogènes, avec un développement d’ADA ou HAMA (pour human anti-murine antibody) 

chez plus de 75 % des patients traités (Jaffers et al., 1986; Kuus-Reichel et al., 1994). 

L’humanisation des anticorps a permis de réduire leur immunogénicité, cependant le nombre 

de patients développant des ADA reste important et varie d’un biomédicament à l’autre en 

fonction de différents facteurs liés au patient, au traitement ainsi qu’à l’immunogénicité 

intrinsèque du produit. Le tableau 3 ci-dessous indique l’incidence d’ADA pour quelques 

anticorps thérapeutiques ou dérivés d’anticorps. 
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Tableau 3 : Immunogénicité des anticorps thérapeutiques et dérivés. 

Biomédicament Cible Indication première Incidence 
ADA Références 

Cetuximab 
IgG1, chimérique Epidermal growth factor 

receptor Cancer colorectal 
métastatique 3,4-5% (van Brummelen et al., 

2016; Dingman and Balu-
Iyer, 2019) 

Infliximab 
IgG1, chimérique TNFα Polyarthrite rhumatoïde (PR) 

Maladie de Crohn (MC) 
17,4 % (PR) 

42-58 % (MC) 

(Moots et al., 2017) 
(Ungar et al., 2014; Van 
Stappen et al., 2018) 

Rituximab 
IgG1, chimérique CD20 (lymphocytes B) 

Lymphome malin non 
Hodgkinien (LMNH) 
Polyarthrite rhumatoïde (PR) 
Sclérose en plaque (SEP) 

< 1 % (LMNH) 
11,5 % (PR) 

26-37 % (SEP) 

(Maloney et al., 1997) 
(Einarsson et al., 2017) 
(Dunn et al., 2018) 

Certolizumab pegol 
Fragment Fab + PEG, 
humanisé TNFα Polyarthrite rhumatoïde (PR) 37–65 % (Berkhout et al., 2019; Jani 

et al., 2017) 

Natalizumab 
IgG4, humanisé Intégrine α4 Sclérose en plaque (SEP) 5,1-6,8 % (Bachelet et al., 2016) 

Trastuzumab 
IgG1, humanisé Human epidermal growth 

factor receptor 2 (HER2) Cancer du sein HER2+ 7,1 % (IV) 
14,6 % (SC) (Jackisch et al., 2015) 

Adalimumab  
IgG1, humain 

TNFα 
Polyarthrite rhumatoïde (PR) 
Maladie de Crohn (MC) 

28-57.4 % (PR) 
21.4-32 % (MC) 

(Bartelds et al., 2011; 
Bloem et al., 2015) 
(Ungar et al., 2018; 
Verstockt et al., 2018) 

Golimumab 
IgG1, humain TNFα Polyarthrite rhumatoïde (PR) 31,7 % (Leu et al., 2019) 

Ipilimumab 
IgG1, humain 

Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 
(CTLA4) Mélanome avancé 1,1-26 % (Davda et al., 2019; 

Kverneland et al., 2018) 

Nivolumab 
IgG4, humain Programmed death-1 (PD-1) Mélanome avancé 12,7 % (Agrawal et al., 2017) 

Abatacept 
Protéine de fusion 

CD86 Polyarthrite rhumatoïde (PR) 2,8 % (Haggerty et al., 2007) 

Etanercept 
Protéine de fusion TNFα Polyarthrite rhumatoïde (PR) < 5 % (Klareskog et al., 2011; 

Polák et al., 2019) 

IV : perfusion intraveineuse, LMNH : lymphome malin non Hodgkinien, MC : maladie de Crohn, PEG : 
polyéthylène glycol, PR : polyarthrite rhumatoïde, SEP : sclérose en plaque, SC : injection sous-cutanée 
 

Suite à la détection des ADA, leur caractérisation permet de déterminer leurs isotypes ainsi que 

leur capacité neutralisante. Souvent les ADA circulants détectés sont des IgG, avec une nette 

prévalence d’IgG1 et d’IgG4 (Krishna and Nadler, 2016), toutefois il est important de noter que 

les méthodes de détection couramment utilisées, telles que l’ELISA et l’ECL, sous-estiment la 

présence d’IgG4 à cause de l’échange de fragment Fab (Hart et al., 2011; Wadhwa et al., 2015). 

En effet, ces méthodes nécessitent la présence des deux fragments Fab d’une IgG qui vont 
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permettre sa prise en sandwich entre deux biomédicaments, mais l’échange de fragment Fab 

des IgG4 aboutit souvent à la formation d’anticorps bispécifiques ne pouvant donc pas être 

détectés (Hart et al., 2011). D’autre part, l’évaluation de la capacité neutralisante des ADA 

permet de mieux expliquer les conséquences cliniques observées chez les patients. 

Par exemple, dans le cas de l’immunisation à l’infliximab, les ADA sont à plus de 90 % 

neutralisants (van Schie et al., 2015) et sont majoritairement des IgG1 et IgG4 (Kosmač et al., 

2011). Certaines études ont cependant permis la détection d’IgE et IgM chez les patients 

présentant des réactions d’hypersensibilité (van Schouwenburg et al., 2013; Vultaggio et al., 

2010). 

 

3.2. Mécanismes déclenchant la formation des anticorps anti-biomédicaments 

La prédominance d’ADA d’isotype IgG chez les patients sous biothérapie indique que la 

production de ces ADA est induite par une réponse immunitaire T-dépendante. Ce type de 

réponse nécessiterait la prise en charge de la protéine thérapeutique par une cellule présentatrice 

d’antigène (CPA) telle que la cellule dendritique (DC), son apprêtement et la présentation des 

peptides générés aux lymphocytes T (LT) auxiliaires CD4+. Les LT spécifiques des peptides 

présentés participent ainsi à l’activation des lymphocytes B (LB) qui se différencient en 

plasmocytes sécrétant des ADA persistants et de haute affinité suite à la commutation 

isotypique (Krishna and Nadler, 2016; Kuriakose et al., 2016). Les mécanismes cellulaires de 

la réponse immunitaire aux biomédicaments seront développés plus en détails dans le chapitre 

3. 

La mise en place de ces types de réponses immunitaires induisant la formation d’ADA en 

réponse au traitement par biomédicament repose sur deux mécanismes qui sont la rupture de la 

tolérance immune et la présence de néo-épitopes. 
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3.2.1. Rupture de tolérance 

La sélection thymique et les mécanismes périphériques régulant la réponse immunitaire 

permettent de favoriser la tolérance des protéines endogènes ainsi que des protéines d’origine 

humaine. Cependant, dans certains contextes, cette tolérance immunitaire peut être rompue 

aboutissant au déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative. Dans le cas des protéines 

thérapeutiques homologues à des protéines endogènes, la rupture de tolérance est favorisée en 

cas de déficience en protéine endogène (Krishna and Nadler, 2016). Dans ces conditions, la 

sélection thymique ne permettrait pas l’élimination complète des LT autoréactifs spécifiques 

de la protéine endogène qui favoriseraient ultérieurement la mise en place d’une réponse 

immunitaire. De plus, la présence de signaux adjuvants concomitants au traitement favoriserait 

la rupture de tolérance via l’activation des LT spécifiques (Jawa et al., 2013). Différents signaux 

adjuvants peuvent participer à ce mécanisme déclenchant une réponse immunitaire adaptative 

et sont souvent liés à la présence, dans le produit administré, d’agrégats, de contaminants ou 

d’impuretés (Kuriakose et al., 2016).  

De manière générale, la rupture de tolérance a lieu suite à une exposition répétée au 

biomédicament et le taux d’ADA formés diminue souvent après arrêt du traitement. Ceci est 

d’ailleurs le cas du traitement à l’epoétine α (Eprex®) au début des années 2000. Entre les 

années 1998 et 2004, plus de 175 cas de PRCA associée au développement d’anticorps dirigés 

contre le biomédicament ont été détectés (Bennett et al., 2004). Une étude de Casadevall et 

collaborateurs a montré que le sérum de 13 patients traités à l’epoétine et présentant une anémie 

réfractaire inhibait la prolifération de progéniteurs érythroïdes de donneurs sains mais ne 

modulait pas la formation de colonies de granulocytes. Ainsi, cette étude a permis de mettre en 

évidence chez ces patients la présence d’anticorps anti-EPO pouvant neutraliser l’epoétine et 

l’EPO endogène (Casadevall et al., 2002). L’arrêt du traitement et l’administration 

d’immunosuppresseurs a toutefois permis la diminution du taux d’anticorps anti-EPO et la 



 Introduction – Chapitre I 
Immunogénicité des biomédicaments 

41 
 
 

restauration du taux d’hématies circulantes (McKoy et al., 2008). Plusieurs hypothèses ont été 

émises pour tenter d’expliquer ce phénomène de rupture de tolérance, dont la formation 

d’agrégats d’époétine favorisée par la présence de tungstène dans les seringues préremplies 

(Seidl et al., 2011) ou par des concentrations élevées de polysorbate 80 (PS80) ou par de longues 

durées de stockage, ou la présence d’impuretés issues du caoutchouc des seringues préremplies 

induisant la formation de micelles en présence de PS80 (Macdougall et al., 2012). Toutefois, 

une étude récente a confirmé que la présence de quantité élevée de tungstène dans des lots 

cliniques d’epoétine induisait la formation d’agrégats d’EPO. Ces agrégats ont induit la 

prolifération de LT dans un modèle de co-cultures autologues de DC et de LT CD4+ de donneurs 

sains, contrairement à l’epoétine non agrégée, issue de seringues contenant de faibles quantités 

de tungstène. Par ailleurs, les agrégats d’EPO ont également induit la prolifération des LT d’un 

patient traité par un des lots cliniques étudiés et chez qui ont été détecté des anticorps anti-EPO 

d’isotypes IgG1 et IgG4. Ainsi cette étude a permis de mettre en évidence la cause de la rupture 

de tolérance à l’EPO (Rubic-Schneider et al., 2017). 

Un autre exemple de rupture de tolérance en réponse aux biothérapies est celui du traitement 

des patients hémophiliques par le facteur VIII (FVIII) recombinant. Toutefois, le mécanisme 

induisant le développement d’inhibiteurs du FVIII dépend de la sévérité du déficit. 

L’hémophilie est dite mineure quand l’activité plasmatique du FVIII est comprise entre 6 et 30 

%, modérée, entre 1 et 5 %, et sévère lorsqu’elle est indétectable. Ainsi, en cas d’hémophilie 

sévère l’absence totale de FVIII endogène est responsable d’un défaut de tolérance vis-à-vis de 

la protéine. Le FVIII recombinant est donc considéré comme du non-soi par le système 

immunitaire et provoque une réponse immunitaire classique. Par contre, les patients présentant 

une hémophilie mineure à modérée développeraient des ADA suite à une rupture de tolérance 

(Delignat et al., 2018). Il a récemment été montré que la présence d’un signal de danger pourrait 

favoriser la réponse lymphocytaire spécifique du FVIII. Ainsi des DC humaines in vitro 
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stimulées par le lipopolysaccharide (LPS) jouant le rôle de signal de danger et par le FVIII 

induisaient la prolifération de LT CD4+ autologues d’une manière plus importante que des DC 

stimulées uniquement par du LPS ou du FVIII (Miller et al., 2018). 

 

3.2.2. Présence de néo-épitopes 

La présence de séquences peptidiques reconnues comme étrangères par le système immunitaire 

favorise la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative. Ainsi, la présence de séquences 

murines dans les anticorps monoclonaux (essentiellement de types murins et chimériques) 

favorise la formation d’ADA spécifiques. Les anticorps humanisés comportent quant à eux des 

régions hypervariables d’origine murine ainsi que des mutations au niveau des régions variables 

qui peuvent également induire la formation d’ADA. Dans le cas des anticorps entièrement 

humains, malgré l’absence de séquences murines, des réactions immunitaires aboutissant à la 

formation d’ADA peuvent avoir lieu et ces anticorps sont souvent anti-idiotypiques et sont 

dirigés contre des épitopes des régions hypervariables CDR (Harding et al., 2010). Les 

différents sites de fixation possible des ADA sur un biomédicament sont représentés dans la 

figure 5. 
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Figure 5 : Sites de fixation potentiels des anticorps anti-biomédicaments dans le cas des 
anticorps anti-TNFα. 
De (Bendtzen, 2015) 
 

3.3. Conséquences cliniques 

Les conséquences cliniques de la formation d’ADA chez les patients sous biothérapie varient 

selon les caractéristiques de ces anticorps, notamment leur taux, leur capacité neutralisante qui 

dépendra de l’épitope qu’ils reconnaissent sur le biomédicament administré ainsi que leur 

isotype. Les ADA peuvent alors conduire à l’échec de la thérapie et/ou être associés à des effets 

secondaires indésirables. 

 

3.3.1. Conséquences sur l’efficacité 

Quel que soit leur capacité neutralisante, les ADA peuvent se lier à la protéine thérapeutique et 

former des complexes immuns ce qui peut accélérer son élimination. En effet, la formation de 

complexes immuns peut induire une augmentation de la clairance du biomédicament et ainsi 
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réduire sa demi-vie plasmatique (Doevendans and Schellekens, 2019). Il est ainsi actuellement 

admis qu’une diminution du taux résiduel de la protéine thérapeutique est associée au 

développement d’ADA et à la perte partielle ou totale de la réponse au traitement (Papamichael 

et al., 2019). 

De faibles taux d’anticorps non-neutralisants et transitoires n’ont généralement pas ou peu 

d’effet clinique sur le traitement qui est dans ce cas maintenu comme par exemple avec 

l’insuline. Cependant, la présence de taux élevés d’anticorps neutralisants et persistants conduit 

de manière sure à une perte de l’efficacité clinique. Ces ADA neutralisent le biomédicament en 

se fixant au niveau ou à proximité du paratope modulant ainsi sa pharmacocinétique et sa 

pharmacodynamie. D’une part la clairance du biomédicament est augmentée suite à la 

formation des complexes immuns, et d’autre part le site de liaison du biomédicament à sa cible 

est bloqué ce qui induit une perte d’efficacité du traitement. Ceci a notamment été montré dans 

le cas des anticorps anti-TNFα où la formation d’ADA neutralisants est accompagnée d’une 

diminution de la concentration sérique du biomédicament et d’une réduction de l’efficacité 

clinique (Bartelds et al., 2011; Cludts et al., 2017; Siljehult et al., 2018). Comme précisé 

précédemment les ADA sont à plus de 97 % neutralisants pour l’adalimumab, le certolizumab 

pegol et le golimumab, et à plus de 90 % pour l’infliximab (van Schie et al., 2015). Une étude 

de Bartelds et collaborateurs a ainsi montré que la concentration sérique d’adalimumab restait 

élevée en absence d’AAA (pour anti-adalimumab antibodies) mais dimunait en présence 

d’AAA lorsque le titre d’AAA était entre 13 et 100 AU.mL-1 (AU étant une unité arbitraire) et 

devenait presque nulle lorsque le titre d’AAA dépassait 100 AU.mL-1 (figure 6). Par ailleurs, 

l’activité de la polyarthrite rhumatoïde évaluée par le score DAS28 (Disease activity score 28) 

varie en fonction de la présence d’AAA. Ainsi, le score DAS28 inférieur à 2,6, reflétant une 

polyarthrite rhumatoïde en rémission, et le score DAS28 inférieur à 3,2, reflétant une 

polyarthrite de faible activité, sont atteints chez une proportion plus élevée de patients n’ayant 
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pas d’AAA. De plus, une proportion très faible de patients présentant des titres élevés d’AAA 

(supérieurs à 100 AU.mL-1) atteint un score DAS28 inférieur à 3,2 (figure 7) (Bartelds et al., 

2011). 

 
Figure 6 : Variation de la concentration sérique d’adalimumab au cours du temps en 
fonction du titre d’anticorps anti-adalimumab (AAA) chez les patients souffrant de 
polyarthrite rhumatoïde. 
De (Bartelds et al., 2011) 
 

 

 
Figure 7 : Évolution de l’activité de la polyarthrite rhumatoïde chez les patients au cours 
du temps en fonction de la présence ou l’absence d’anticorps anti-adalimumab (AAA). 
De (Bartelds et al., 2011) 
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D’autre part, la spécificité des ADA pour des épitopes communs avec la protéine endogène peut 

avoir des conséquences cliniques graves. L’exemple le plus connu de réactivité croisée avec la 

protéine endogène est celui de l’EPO recombinante (Eprex®) que nous avons déjà décrit. Les 

ADA produits neutralisaient l’EPO endogène en inhibant son interaction avec son récepteur, 

bloquant ainsi son activité et aboutissant à une érythroblastopénie acquise. Ces ADA 

présentaient également une réaction croisée avec les autres spécialités d’EPO recombinantes 

commercialisées (Evens et al., 2005; Macdougall et al., 2015). 

 

3.3.2. Conséquences sur la sécurité 

La présence d’ADA peut également induire des effets indésirables se traduisant souvent par des 

réactions d’hypersensibilité plus ou moins graves. 

Les réactions d’hypersensibilité liées aux ADA dirigés contre les anticorps monoclonaux 

apparaissent le plus souvent suite à l’administration répétée du biomédicament comme il a été 

observé avec l’infliximab et le rituximab (Picard and Galvão, 2017). Dans le cas de l’infliximab, 

près de 12 % des patients présentent des réactions liées à l’infusion (notamment prurit, rougeur 

de la peau et dyspnée) apparaissant en moyenne suite à la 7ème perfusion (Brennan et al., 2009; 

Choquette et al., 2015; Matucci et al., 2013). Ces réactions peuvent être immédiates et avoir 

lieu dans les premières heures suivant l’administration de l’infliximab. Des études ont mis en 

évidence la présence d’IgE anti-infliximab chez certains patients, cependant le titre en IgE 

diminuait rapidement quelques jours après la réaction d’hypersensibilité (figure 8) (Matucci et 

al., 2013; Nencini et al., 2018; Vultaggio et al., 2010). L’étude de la réponse lymphocytaire de 

patients sous infliximab a montré une sécrétion accrue de cytokines polarisantes de type 2 (IL-

5 et IL-13) par les LT CD4+ de patients IgE+ ayant préalablement présentés des réactions 

d’hypersensibilité dans un modèle de co-cultures autologues de LT CD4+ et de DC (Vultaggio 

et al., 2016). La sensibilité du test de détection des IgE, le faible titre d’IgE sériques ainsi que 
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la présence majoritaire d’IgG anti-infliximab peuvent interférer dans la détection des IgE 

(Matucci et al., 2013). L’absence d’IgE chez des patients présentant des réactions 

d’hypersensibilité suggère que les réactions non IgE-médiées pourraient être induites par la 

formation de complexes immuns entre l’infliximab et les IgG anti-infliximab (Steenholdt et al., 

2011). En effet, la présence de complexes immuns de tailles variées a été mise en évidence dans 

l’heure suivant la perfusion d’infliximab chez deux patients non répondeurs et présentant des 

réactions d’hypersensibilité immédiates (van der Laken et al., 2007). Des réactions retardées 

avec des symptômes similaires à la maladie sérique (malaise, fièvre, douleurs musculaires et 

articulaires intenses…) sont observées chez 1 à 3 % patients sous infliximab après 5 à 7 jours 

de la perfusion en moyenne. Ces réactions sont dues ont dépôts de complexes immuns 

d’infliximab-ADA au niveau des articulations, de la peau et des vaisseaux sanguins 

(Lichtenstein et al., 2015). Les cas décrits sont souvent observés après interruption prolongée 

du traitement (Gamarra et al., 2006; Grosen et al., 2013; Miheller et al., 2007).  

 
Figure 8 : Évolution du titre des anticorps anti-infliximab sériques chez un patient 
présentant une réaction d’hypersensibilité immédiate. 
De (Vultaggio et al., 2010) 
Une augmentation du titre d’anticorps anti-infliximab totaux (non-isotype-specific ATI) et d’IgE anti-infliximab 
(IgE ATI) est observée le jour de la réaction liée à la perfusion d’infliximab. Le taux d’ADA diminue 
progressivement dans les semaines suivant la perfusion, avec une diminution importante des IgE dès 7 jours post-
perfusion. 
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Par ailleurs, des réactions anaphylactiques sont apparues lors de la première exposition de 

patients traités par le cetuximab. Les symptômes observés étaient les suivants : obstruction des 

voies respiratoires, hypotension, choc, perte de conscience, infarctus du myocarde et arrêt 

cardiaque. Une prévalence de 22 % de ces réactions a été déterminée chez des patients du Sud-

Est des États-Unis (O’Neil et al., 2007). Ces réactions étaient dues à la préexistence d’anticorps 

IgE dirigés contre le motif galactose α-1,3 galactose (α-Gal), oligosaccharide présent au niveau 

des fragments Fab du cetuximab (figure 9) (Chung et al., 2008). Il s’est avéré par la suite que 

des morsures de tiques pourraient être à l’origine de cette sensibilisation à l’α-Gal (Commins 

et al., 2011). 

 
Figure 9 : Stucture du cetuximab exposant la présence de galactose α-1,3 galactose au 
niveau du site de glycosylation des fragments Fab. 
De (Chung et al., 2008) 
 

4. Facteurs influençant l'immunogénicité des biomédicaments 

L’immunogénicité des biomédicaments a tout d’abord été décrite avec des produits d’origine 

animale (murine, porcine, bovine…), longtemps considérée comme la cause principale du 

déclenchement de la réponse immunitaire détectée chez les patients et la production d’ADA. 
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Cependant l’humanisation des protéines thérapeutiques a réduit leur immunogénicité, mais n’a 

pas permis de l’abolir. Depuis, les études ont souligné de nombreux facteurs favorisant 

l’immunogénicité, qui sont liés non seulement au produit mais également au patient et au 

traitement suivi (figure 10). 

 
Figure 10 : Facteurs influençant l’immunogénicité des biomédicaments. 
 

4.1. Immunogénicité intrinsèque du produit 

Le degré de non-soi explique partiellement l’immunogénicité des protéines thérapeutiques, 

Cependant, plusieurs autres facteurs liés au produit administré jouent aussi un rôle important 

dans le déclenchement de la réponse immunitaire.  

 

4.1.1. Présence d’épitopes T 

Le développement d’ADA de haute affinité nécessite le déclenchement d’une réponse 

immunitaire dépendante des LT. Les protéines thérapeutiques doivent être internalisées et 

apprêtées par les CPA et les peptides ainsi formés sont présentés aux LT via les molécules du 
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CMH de classe II. La liaison du complexe CMH-peptide à un récepteur des LT (TCR) 

spécifique induit la prolifération des LT CD4+ nécessaires à la production des ADA. 

L’efficacité de l’interaction et l’intensité de la réponse dépendent de l’haplotype HLA, du 

peptide présenté ainsi que de l’existence de LT spécifiques de ce peptide (van Schouwenburg 

et al., 2013). Les épitopes T immunodominants sont donc des séquences peptidiques linéaires 

issues des protéines thérapeutiques pouvant se lier aux molécules du CMH et pouvant être 

reconnues par des LT qui leur sont spécifiques. 

Plusieurs études se sont ainsi intéressées à la détermination des épitopes T immunodominants 

qui favoriseraient l’immunogénicité des biomédicaments telles que le FVIII recombinant 

(Jankowski et al., 2019; Moise et al., 2012), l’IFNβ (Kalluri et al., 2018), les anticorps 

monoclonaux (natalizumab, infliximab, rituximab …) (Cassotta et al., 2019; Hamze et al., 

2017). Des techniques in silico sont notamment employées pour prédire, via des algorithmes, 

la stabilité et l’affinité de la liaison des peptides d’une protéine thérapeutique aux molécules du 

CMH (Jawa et al., 2013). Toutefois, les peptides identifiés in silico peuvent ne pas être apprêtés 

et présentés par les CPA. Une technique de MAPPs (MHC-associated peptide proteomics) peut 

être alors utilisée pour déterminer les séquences peptidiques présentes sur les molécules du 

CMH de classe II. Une protéine thérapeutique est ainsi incubée avec des DC, et les peptides 

présentés sur les molécules du CMH sont ensuite isolés et les séquences d’acides aminés 

déterminées par la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (Rombach-

Riegraf et al., 2014). Les séquences peptidiques déterminées in silico ou par la technique de 

MAPPs sont validées in vitro afin d’évaluer la réponse T spécifique notamment via la 

prolifération des LT et la sécrétion de cytokines (Jawa et al., 2013). La présence de répertoire 

de LT CD4+ spécifiques de biomédicaments, tels que l’EPO, le FVIII et plusieurs anticorps 

monoclonaux, a été mise en évidence chez des donneurs sains (Delluc et al., 2010, 2011). Par 

exemple, dans le cas des anticorps monoclonaux, un modèle de co-cultures autologues de LT 
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CD4+ et de DC a permis de montrer l’existence de répertoires de LT spécifiques des différentes 

molécules testées, à l’exception du trastuzumab et de l’etanercept, avec une fréquence entre 0,1 

à 1 LT spécifique par million de LT circulants, quel que soit le degré d’humanisation de 

l’anticorps. Ceci est le cas par exemple du rituximab, l’infliximab, l’adalimumab avec des 

fréquences de LT spécifiques de 0,35, 0,1 et 0,33 respectivement, alors que la fréquence est de 

0,02 pour le trastuzumab et de 0,01 pour l’etanercept (Delluc et al., 2011). Ces résultats 

corrèlent avec l’immunogénicité observée en clinique (Maillère et al., 2012). De plus, dans le 

cas du rituximab et de l’infliximab, 9 épitopes T immunodominants ont été détectés au niveau 

des fragments variables grâce à l’évaluation de la réponse des LT à des peptides dérivant du 

rituximab ou de l’infliximab. La caractérisation de ces épitopes a montré qu’ils avaient une 

bonne affinité pour se lier aux molécules HLA-DR et faisaient partie des peptides présentés par 

les DC d’après la technique du MAPPs. Par ailleurs, deux tiers de ces épitopes identifiés chez 

des donneurs sains induisaient l’activation de LT de patients immunisés au rituximab ou à 

l’infliximab (Hamze et al., 2017). Plus récemment, Cassotta et collaborateurs ont montré la 

présence d’un épitope T immunodominant unique au niveau de la région FR2-CDR2 de la 

chaîne légère du natalizumab, favorisant la formation d’ADA neutralisant dirigés contre le 

natalizumab chez deux patients (Cassotta et al., 2019). 

Les différentes études de prédiction et d’identification d’épitopes T qui favorisent 

l’immunogénicité ont donc pour objectif final de rendre les protéines thérapeutiques moins 

immunogènes. D’une part, il est possible de modifier les séquences peptidiques des épitopes T 

immunodominants en induisant des mutations spécifiques qui pourraient réduire l’affinité de 

leur liaison aux molécules du CMH tout en conservant l’activité biologique du biomédicament. 

Par exemple, dans le cas du FVIII, des épitopes T immunodominants ont été identifiés et des 

mutations au niveau de ces peptides ont permis de réduire la prolifération des LT de patients 

(Ettinger et al., 2018) et de donneurs sains (Jones et al., 2005). D’autre part, la prédiction in 
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silico des épitopes T permet d’évaluer le risque d’immunogénicité au cours des phases de 

sélection et de développement des candidats-médicaments (Tourdot and Hickling, 2019). 

 

4.1.2. Présence d’épitopes B 

Les épitopes B sont des séquences d’acides aminés pouvant être linéaires ou conformationnelles 

qui se lient aux anticorps membranaires et sécrétés. L’identification des épitopes B favorisant 

l’immunogénicité des biomédicaments est plus complexe que celle des épitopes T. Toutefois, 

la prédiction in silico de ces épitopes est possible grâce à divers algorithmes disponibles 

(Sanchez-Trincado et al., 2017). Il est également possible de cartographier les épitopes B à la 

surface de biomédicaments en déterminant la structure cristalline des complexes antigène-

anticorps (Pratt, 2018). Par ailleurs, les épitopes peuvent être identifiés à travers l’évaluation de 

la fixation d’ADA sériques de patients immunisés aux différents peptides issus du 

biomédicament utilisé. Ainsi, deux études par Homann et collabateurs ont permis 

l’identification d’épitopes B notamment au niveau des fragments variables de l’infliximab et de 

l’adalimumab (Homann et al., 2015, 2017). Les épitopes ont été identifiés grâce à l’interaction 

d’IgG anti-infliximab ou d’IgG anti-adalimumab sériques avec séquences peptidiques issues de 

l’infliximab ou de l’adalimumab. Pour l’infliximab, 4 épitopes ont été identifiés au niveau ou à 

proximité du paratope et 2 autres épitopes ont été identifiés au niveau du fragment constant 

(Homann et al., 2015). Dans le cas de l’adalimumab, 4 épitopes ont été identifiés au niveau du 

paratope et un épitope au niveau du fragment constant (Homann et al., 2017). Ces résultats sont 

en accord avec la présence d’ADA à 90 % neutralisants pour l’infliximab et à plus de 97 % 

pour l’adalimumab (van Schie et al., 2015). Par ailleurs, il a été montré que dans le cas du FVIII, 

les ADA sont notamment dirigés contre les domaines A2, C1 et C2 de la protéine qui 

comprendraient les épitopes B spécifiques (Kahle et al., 2017). 
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4.1.3. Modifications structurales post-traductionnelles 

Les modifications post-traductionnelles peuvent influencer les propriétés biologiques et 

physico-chimiques des protéines thérapeutiques. La glycosylation et la pégylation sont les 

modifications les plus communes et elles peuvent, dans certains cas, réduire l’immunogénicité 

du biomédicament, et dans d’autres, en être responsables. 

La glycosylation peut différer d’une protéine à l’autre en termes de séquence des glycanes, 

longueur de chaîne et position du site de branchement en fonction du type de cellules hôtes 

utilisées pour la production. Ceci peut alors aboutir à des variabilités par rapport aux protéines 

endogènes. La présence de chaînes glycosylées permet d’une part de moduler l’activité et la 

demi-vie de la protéine thérapeutique et d’autre part de maintenir sa stabilité en assurant un 

repliement correct et le masquage de régions hydrophobes. Ainsi, l’absence de glycosylation 

pourrait exposer des épitopes immunogènes et favoriser ainsi la formation d’ADA. C’est ce qui 

a été observé avec le GM-CSF recombinant humain (rhGM-CSF pour recombinant human 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Le rhGM-CSF glycosylé produit en 

cellules CHO (chinese hamster ovary cells) était moins immunogène que le rhGM-CSF produit 

chez les bactéries Escherichia coli (E. coli) ou dans la levure. En effet, les ADA étaient dirigés 

contre des épitopes initialement masqués par des O-glycosylations pour le rhGM-CSF produit 

en cellules CHO et le GM-CSF endogène, mais qui sont démasqués pour le rhGM-CSF produit 

dans E. coli et la levure (Gribben et al., 1990). Dans d’autres cas, la présence de glycoformes 

d’origine murine peut favoriser la mise en place de réponse immunitaire. Ceci a notamment été 

observé dans le cas du cetuximab produit par une lignée cellulaire murine et comprenant du 

galactose α-1,3 galactose (α-Gal) au niveau de ses fragments Fab (figure 9). Toutefois, 

l’immunogénicité de cet anticorps a été réduite lorsqu’il a été produit en cellules CHO qui ne 

produisent pas d’α-1,3-galactosyltransférase nécessaire pour l’ajout d’α-Gal sur le site de 

glycosylation (Chung et al., 2008). 
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La pégylation, ou ajout d’un groupement de polyéthylène glycol (PEG), permet d’augmenter la 

demi-vie des protéines thérapeutiques et ainsi réduire sa fréquence d’administration. Ceci est le 

cas du certolizumab pegol, qui est un anti-TNFα formé d’un fragment Fab humanisé lié à un 

groupement PEG. La pégylation peut, comme la glycosylation, masquer des épitopes 

immunogènes ou des régions hydrophobes et donc réduire l’immunogénicité du biomédicament 

(Veronese and Mero, 2008). Cependant, l’existence d’anticorps anti-PEG chez des individus 

sains et traités responsables de la perte d’efficacité de la protéine thérapeutique et d’effets 

secondaires indésirables ont été montrés ; ceci est le cas de l’asparaginase pegylée, utilisée pour 

le traitement de la leucémie lymphoblastique aigue (Armstrong et al., 2007; Liu et al., 2011). 

 

4.1.4. Formulation 

Les composés entrant dans la formulation d’un biomédicament sont sélectionnés pour leur 

capacité à maintenir la stabilité de la protéine. Pour cela, la composition doit prendre en compte 

les propriétés physico-chimiques de la protéine thérapeutique et des excipients ainsi que 

l’interaction de la protéine avec les excipients et le matériau d’emballage primaire. La 

formulation vise donc à minimiser le risque d’immunogénicité en prévenant la perte de 

conformation native de la protéine soit par dénaturation, dégradation chimique, fragmentation 

ou encore agrégation. Le PS80 et l’albumine humaine (HSA pour human serum albumin) sont 

les deux excipients les plus décrits comme pouvant être impliqués dans l’immunogénicité des 

biomédicaments. 

Le rôle du PS80 dans l’immunogénicité a été proposé dans les cas de PRCA avec l’Eprex®, 

l’incidence de ces cas étant associée au changement de formulation par substitution de la HSA 

par le PS80. Le PS80 pourrait interagir avec le caoutchouc des bouchons non enrobés des 

seringues pré-remplies et induire leur dégradation. En effet, il a été montré que la formation de 

produits de dégradation n’avait pas lieu si le PS80 était utilisé dans des seringues pré-remplies 
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avec bouchons enrobés ou si la HSA était utilisée en présence de bouchons non enrobés. Les 

produits de dégradation pourraient donc agir comme signal de danger et favoriser la mise en 

place d’une réponse immunitaire (Boven et al., 2005). 

L’utilisation de la HSA pour ses propriétés stabilisantes dans une formulation de l’IFNα-2a a 

été comparée à d’autres formulations pour étudier son impact sur l’immunogénicité et il s’est 

avéré que la formulation contenant la HSA était la plus immunogène. En effet, le stockage du 

produit à température ambiante induisait une oxydation partielle de la HSA qui formait des 

agrégats avec l’IFNα-2a ou les autres molécules de HSA, favorisant l’immunogénicité du 

produit. Une formulation dépourvue de HSA et la conservation du produit à 4℃ a permis de 

réduire l’immunogénicité de l’IFNα-2a (Schellekens, 2005). 

 

4.1.5. Présence d’impuretés 

Les impuretés pouvant être retrouvées dans le produit sont notamment issues de la protéine 

thérapeutique elle-même (dénaturée, agrégée, tronquée, mal repliée…), de la cellule hôte 

(protéines, lipides, acides nucléiques…) ou du matériel utilisé dans le procédé de fabrication et 

de conservation du produit (résine des colonnes de chromatographie, produits de dégradation). 

Ces impuretés peuvent avoir un effet adjuvant et favoriser le déclenchement d’une réponse 

immunitaire. Cependant la présence des impuretés dans les préparations est rigoureusement 

contrôlée au cours de la phase de production industrielle afin de réduire leur impact sur la 

qualité du produit. Par exemple, la présence de taux élevés de protéines issues de la cellule hôte 

E. coli a été incriminée dans l’immunogénicité de la somatropine recombinante humaine (GH 

pour growth hormone) observée chez près de 60 % des patients traités. L’amélioration de la 

phase de purification du produit a permis de réduire le taux d’ADA produits (Singh, 2011). 
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4.1.6. Agrégation 

L’agrégation des protéines thérapeutiques pourrait favoriser le déclenchement d’une réponse 

immunitaire (Moussa et al., 2016a). Un exemple historique est celui corrélant la présence 

d’agrégats dans les préparations de somatropine recombinante humaine au développement 

d’ADA chez près de 50 % des enfants traités. En effet, les patients développant des ADA 

persistants avaient reçu des préparations contenant 50 à 70 % de protéines agrégées, alors que 

les patients recevant des préparations avec moins de 5 % d’agrégats avaient développé des ADA 

transitoires (Moore and Leppert, 1980). 

La formation d’agrégats d’anticorps thérapeutiques ainsi que leur rôle dans l’immunogénicité 

sera décrit plus en détails dans le chapitre 2. 

 

4.2. Facteurs liés au patient 

Plusieurs paramètres inhérents au patient constituent des facteurs de risque au développement 

d’ADA. Ils sont principalement en rapport avec son statut immunitaire, sa pathologie ainsi que 

son fond génétique. 

 

4.2.1. Statut immunitaire et pathologie 

De manière générale, le développement des ADA semble moins important chez les patients 

immunodéprimés à cause d’une pathologie comme un cancer ou bien à cause d’un traitement 

concomitant avec des immunosuppresseurs par rapport aux patients ayant un système 

immunitaire performant. Par contre, les patients souffrant d’infections chroniques ou de 

maladies inflammatoires actives sont plus susceptibles à développer des ADA. C’est le cas du 

rituximab qui est utilisé dans le traitement du lymphome malin non Hodgkinien, mais aussi en 

deuxième ligne dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde après échec au traitement de 

fond (dont au moins un anti-TNFα) et dans le traitement de la sclérose en plaque. En effet, le 
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statut immunitaire dicté par la pathologie traitée joue un rôle non négligeable dans 

l’immunogénicité : seulement 1 % des patients traités par le rituximab pour un lymphome malin 

non Hodgkinien développent des ADA (Maloney et al., 1997) contre 11,5 % des patients traités 

pour une polyarthrite rhumatoïde (Einarsson et al., 2017), 26 à 37 % dans le cas d’une sclérose 

en plaque (Dunn et al., 2018) et 47,4 % pour le lupus érythémateux disséminé (Faustini et al., 

2018). Par ailleurs, Einarsson et collaborateurs ont montré qu’un score élevé de l’activité de la 

polyarthrite rhumatoïde (DAS28) ainsi qu’une durée plus longue de la maladie sont associés à 

un risque plus important de développement d’ADA contre le rituximab (Einarsson et al., 2017). 

Cette observation a également été faite dans le cas de l’adalimumab (Bartelds et al., 2011; 

Quistrebert et al., 2018).  

 

4.2.2. Fond génétique et prédisposition à l’immunisation 

Les facteurs génétiques semblent également participer à la modulation de la réponse 

immunitaire contre les biomédicaments. Plusieurs études ont montré une corrélation entre 

certains haplotypes du CMH et le développement d’ADA, comme par exemple les cas de PRCA 

chez les patients traités à l’EPO et l’haplotype HLA-DRB1*09-DQB1*0309 (Praditpornsilpa 

et al., 2009), ou bien la production de taux élevés d’ADA neutralisants chez les patients atteints 

de sclérose en plaque traités avec l’IFNβ-1a et d’haplotype HLA-DRB1*15 ou traités avec 

l’IFNβ-1b et d’haplotype HLA-DRB1*0401 (Link et al., 2014). Par contre, chez ces patients 

traités avec de l’IFNβ-1a, il a été montré que la présence de l’haplotype HLA-DQA1*05 

diminuait le risque de produire des taux élevés d’ADA neutralisants (Link et al., 2014). Chez 

les patients traités avec les anti-TNFα, il a été montré que les haplotypes HLA-DRβ-11, HLA-

DQ03 et HLA-DQ05 sont associés au développement d’ADA dans le cas de la polyarthrite 

rhumatoïde (Benucci et al., 2018) alors que les allèles HLA-DRB1*03 et HLA-DRQA1*05 

sont les plus répandus dans le cas de la maladie de Crohn avec l’infliximab et l’adalimumab 
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(Billiet et al., 2015; Liu et al., 2018; Sazonovs et al., 2019). Certains polymorphismes 

génétiques ont également été mis en cause dans l’immunogénicité des biomédicaments. Une 

étude a montré que la présence d’un polymorphisme dans le promoteur du gène codant pour 

l’il-10 est associée à une augmentation de la fréquence de développement d’ADA dirigés contre 

l’adalimumab dans la polyarthrite rhumatoïde (Bartelds et al., 2009). Ce même polymorphisme 

ainsi que des polymorphismes dans les promoteurs des gènes codants pour le TNFα, l’hème 

oxygène-1 et le CTLA-4 favorisent le développement d’ADA chez les patients hémophiles sous 

FVIII (Gouw and van den Berg, 2009; Repessé et al., 2013). Toujours dans le cas de 

l’hémophilie A, il est important de rappeler que plus le déficit en FVIII est important, plus le 

risque de développer des ADA dirigés contre la protéine administrée est augmenté (Delignat et 

al., 2018). 

 

4.3. Facteurs liés au traitement 

Chaque variable de la stratégie du traitement par biomédicaments peut jouer un rôle dans le 

développement des ADA. Les paramètres les plus décrits dans la littérature sont la durée et la 

fréquence du traitement, les doses injectées et la voie d’administration. 

 

4.3.1. Durée, fréquence et doses injectées 

De manière générale, les traitements longs sont considérés plus immunogènes que les thérapies 

de courte durée (Schellekens, 2002). Une étude récente sur l’immunogénicité de l’infliximab et 

de l’adalimumab a montré que l’incidence d’ADA continuait à augmenter avec le temps même 

après 18 mois de traitement de patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde (Quistrebert et al., 

2018). 

Il semble également que les traitements intermittents et les interruptions temporaires de la 

thérapie favoriseraient le développement d’ADA (Jahn and Schneider, 2009). Par exemple, 
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dans le cas des patients souffrant de maladie de Crohn et traités par l’infliximab, les groupes de 

patients sous traitement de fond bénéficient d’un plus faible taux d’ADA ainsi que d’un meilleur 

taux de rémission que les groupes de patients suivants un traitement intermittent (Hanauer et 

al., 2004). Cependant, une fréquence élevée d’administration du biomédicament pourrait 

favoriser l’immunogénicité comme dans le cas de l’IFNβ qui est plus immunogène si administré 

une fois par semaine que toutes les 3 semaines (Ross et al., 2000). 

L’influence de la dose de médicament administré dans l’immunogénicité n’est pas très claire. 

Des études montrent que l’utilisation de doses élevées de biomédicaments permet de réduire le 

taux d’ADA en favorisant une tolérance vis-à-vis de la protéine thérapeutique et que 

l’augmentation de la dose en cas de perte de réponse permet d’améliorer la réponse clinique 

(Ma et al., 2014; Maini et al., 1998; Papamichael et al., 2018). Toutefois, il est possible que 

cette observation soit due à l’interférence de la protéine thérapeutique dans le test de détection 

des ADA (Chaigne and Watier, 2015).  

 

4.3.2. Voies d’administration 

Trois voies d’administration (IV, SC et IM) sont utilisées pour l’injection des biomédicaments. 

Les voies SC et IM deviennent de plus en plus privilégiées pour une meilleure observance du 

traitement et un confort supérieur pour le patient. Dans cette perspective, il est important de 

mettre en évidence l’impact de la voie d’administration sur le potentiel immunogène du 

biomédicament. Néanmoins, il est difficile de comparer les voies entre elles pour un même 

biomédicament, étant donné que très peu de protéines thérapeutiques peuvent être administrées 

par 2 voies différentes. Certaines études suggèrent que les voies SC et IM sont plus 

immunogènes que la voie IV alors que d’autres ne trouvent pas de différence entre les voies 

d’administration. Il semble donc que l’impact de la voie sur l’immunogénicité dépendrait plutôt 

du produit administré (Hamuro et al., 2017). Une étude a montré que l’injection du FVIII par 
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voie SC favorise plus le développement d’ADA que la voie IV (Peng et al., 2009). Une 

différence est également observée dans le cas de l’IFNβ-1a où l’administration par voie SC 

induit la formation d’ADA chez 11 à 23 % des patients alors que l’administration par voie IM 

semble moins immunogène avec 1 à 4,2 % des patients développant des ADA (Bachelet et al., 

2016). Toutefois, d’autres études avec le rituximab, l’abatacept, le golimumab et le trastuzumab 

n’ont pas montré de différence d’impact sur l’immunogénicité entre les voies SC et IV (Davies 

et al., 2017; Genovese et al., 2011; Hamuro et al., 2017; Jackisch et al., 2019). 

 

4.3.3. Traitements immunosuppresseurs 

L’administration concomitante d’immunosuppresseurs s’est avérée bénéfique sur 

l’immunogénicité des anticorps anti-TNFα (Garcês et al., 2013) et plus récemment du rituximab 

(Einarsson et al., 2017). Plusieurs études ont montré l’efficacité du méthotrexate dans la 

réduction des taux d’ADA chez les patients qu’ils soient traités avec l’infliximab (Ben-Horin 

et al., 2013; Dénarié et al., 2017; Vermeire et al., 2007), l’adalimumab (l’Ami et al., 2017; 

Bartelds et al., 2007; Krieckaert et al., 2012) ou le golimumab (Wang et al., 2018). La plupart 

des études s’intéressant au traitement concomitant de certolizumab pegol et de méthotrexate 

montrent l’efficacité supérieure de cette association par rapport au méthotrexate seul (Emery et 

al., 2017; Smolen et al., 2009). Le mécanisme par lequel le méthotrexate favorise une réduction 

du taux d’ADA en réponse aux anti-TNFα n’est toujours pas bien défini, mais les hypothèses 

émises suggèrent d’une part que le méthotrexate, en tant qu’immunomodulateur, inhibe 

l’expansion des LT et B et d’autre part qu’il réduit l’inflammation de façon synergique avec 

l’anti-TNFα (Friedman and Cronstein, 2019). De plus, Bitoun et collaborateurs ont récemment 

montré que le rôle du méthotrexate dans la réduction de l’immunogénicité serait lié à son 

interaction avec la cytokine BAFF (B-cell activating factor) qui peut favoriser l’activation des 

LB régulateurs et la sécrétion d’IL-10. Cette étude a permis de mettre en évidence une 
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corrélation entre un taux sérique élevé de BAFF et l’absence d’ADA chez les patients, 

uniquement en cas de traitement concomitant de méthotrexate et d’anticorps anti-TNFα. 

(Bitoun et al., 2018). 
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Chapitre II : Agrégation des anticorps thérapeutiques et 
immunogénicité 

1. Définition de l'agrégation 

L’agrégation correspond au processus d’auto-association de protéines monomériques entre 

elles pour former des particules de taille supérieure au monomère. Un agrégat protéique est 

donc toute espèce multimérique pouvant se former à partir de la protéine thérapeutique à tout 

moment au cours de la formulation, le transport, la conservation et la manipulation du produit 

(Wang and Roberts, 2018).  

Les agrégats peuvent différer entre eux selon la taille, la réversibilité, la conformation, les 

modifications des liaisons covalentes et la morphologie. Le critère le plus communément 

employé pour classer les agrégats est celui de la taille. Le tableau 4 résume la classification des 

agrégats adoptée suite au Protein Aggregation and Immunogenicity meeting de l’American 

Association of Pharmaceutical Scientists (AAPS) en 2010 (Narhi et al., 2012). 

 

Tableau 4 : Classification des agrégats selon leur taille. 

Taille Terminologie adoptée Caractéristiques 

< 100 nm Agrégats nanométriques Oligomères, solubles 

100 - 1000 nm Agrégats submicrométriques Solubles 

1 - 100 µm Agrégats micrométriques Particules subvisibles, insolubles 

> 100 µm Agrégats de taille supérieure à 100 µm Particules visibles, insolubles 

Adapté de (Narhi et al., 2012) 
 

2. Formation des agrégats 

2.1. Mécanismes de formation des agrégats 

L’agrégation correspond à une série d’évènements favorisant les interactions protéine-protéine 

pour conduire d’abord à la formation de dimères ou d’oligomères, ensuite à la polymérisation 



 Introduction – Chapitre II 
Agrégation et immunogénicité des anticorps 

63 
 
 

et l’augmentation de la taille de l’agrégat pour finalement former des particules subvisibles ou 

visibles (Wang and Roberts, 2018). 

Les protéines peuvent subir des modifications structurelles, souvent des dépliements partiels ou 

totaux, qui aboutissent à l’exposition de séquences ou régions hydrophobes favorables à 

l’agrégation (APR pour aggregation-prone regions) ou « hot spot(s) », favorisant ainsi le 

contact entre les protéines et la formation de dimères puis d’oligomères. La protéine sous forme 

partiellement ou totalement dépliée a ainsi une tendance plus importante à exposer ses régions 

hydrophobes que si elle est sous forme native. Cependant, certaines protéines peuvent 

spontanément s’agréger sous leur forme native sans passer par un état intermédiaire dénaturé 

grâce à des interactions électrostatiques et/ou hydrophobes rapprochant les monomères natifs 

pour former un cluster. Il est également connu que les interactions entre protéines dépendent de 

leur concentration dans la solution, des concentrations protéiques élevées favorisant la 

formation d’agrégats en réduisant l’espace entre les monomères (Roberts, 2014; Wang and 

Roberts, 2018). 

Les premières interactions entre les protéines, natives ou dépliées, sont souvent réversibles avec 

des liaisons faibles (interactions électrostatiques, hydrophobes, ponts hydrogène, forces de van 

der Waals) et peuvent être facilement dissociées par dilution de la solution ou par retour à des 

conditions physico-chimiques favorables à la stabilité des monomères (pH, température…). 

Toutefois, les agrégats réversibles peuvent potentiellement induire la formation d’un agrégat 

irréversible, qualifié de noyau initiateur. Les liaisons responsables des interactions dans un 

agrégat irréversible peuvent être covalentes (souvent des ponts disulfure) ou non covalentes 

(Mahler et al., 2009).  

Les agrégats produits initialement, qu’ils soient réversibles ou non, sont solubles. Cependant, 

la formation du noyau est suivie d’une phase de croissance de l’agrégat par association de 
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plusieurs agrégats et/ou par addition de monomères aux agrégats aboutissant à la formation 

d’agrégats insolubles (Narhi et al., 2012; Wang and Roberts, 2018). 

La figure 11 représente les mécanismes de formation d’agrégats protéiques en solution. 

Finalement, le mécanisme exact aboutissant à la formation d’un agrégat reste difficile à 

déterminer car il dépend largement de la structure protéique, de l’étape d’agrégation, des 

conditions physico-chimiques de la solution ainsi que de la coexistence de plusieurs 

mécanismes d’agrégation pour une protéine donnée (Wang and Roberts, 2018). 

 
Figure 11 : Mécanisme de la formation d’agrégats. 
Adapté de (Roberts, 2014) 
Les monomères sous forme native ou dépliée peuvent interagir entre eux formant des clusters ou 
agrégats réversibles, les flèches bleues représentant la réversibilité des interactions. Les interactions 
entre les monomères dépliés sont favorisées par l’exposition d’APR représentées par les séquences 
rouges. À partir de la formation du noyau, les interactions deviennent irréversibles (flèches rouges) et 
conduisent à la polymérisation des agrégats et la formation d’agrégats qui augmentent en taille et 
deviennent insolubles (Roberts, 2014). 
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2.2. Facteurs favorisant l’agrégation 

La formation d’agrégats est influencée par différents facteurs intrinsèques à la protéine et 

extrinsèques, qui contribuent à la perte de la stabilité de la protéine au cours des différentes 

étapes de la vie du produit (production, purification, transport, stockage, administration…). 

 

2.2.1. Structure de la protéine 

L’exposition des séquences peptidiques hydrophobes formant les APR favorise l’agrégation. 

Les APR sont présentes dans différentes régions de la protéine, essentiellement au niveau des 

CDR comme par exemple le CDR1 (Perchiacca et al., 2011), la chaîne lourde du CDR2 (Wang 

et al., 2010) ainsi que les fragments Fab et Fc et les domaines CH2 et CH3 des anticorps 

monoclonaux (Wang and Roberts, 2018). Il a ainsi été proposé d’apporter des modifications 

aux séquences peptidiques des « hot spots » pour réduire l’agrégation des protéines ce qui a été 

possible par des mutations modifiant certains acides aminés ; les APR pouvant être identifiés 

par des technologies telles que la SAP (pour spatial aggregation propensity) (Chennamsetty et 

al., 2009). Toutefois, cette stratégie reste difficile à appliquer car les APR présentes au niveau 

des CDR des anticorps sont souvent impliquées dans la reconnaissance de l’antigène et la 

modification d’un seul acide aminé pourrait influencer et réduire l’activité de la protéine (Wang 

et al., 2010). 

La glycosylation joue un rôle important dans la stabilité des protéines en camouflant les régions 

hydrophobes. Il a été montré que la glycosylation au niveau du domaine CH2 favorise la 

stabilité d’un anticorps en réduisant l’exposition des APR, alors que la forme non glycosylée 

du même anticorps est plus sensible à l’agrégation induite par des températures élevées ou un 

pH acide (Hari et al., 2010; Kayser et al., 2011).  

Les structures secondaires et tertiaires jouent également un rôle dans la stabilité des protéines. 

D’une part, une étude a montré une corrélation entre le pourcentage de feuillets β des protéines 
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sous forme native et l’agrégation induite par la lyophilisation (Roughton et al., 2013). De plus, 

l’agrégation est favorisée et stabilisée par la formation de feuillets β impliquant les acides 

aminés de différents monomères (Roberts, 2014; Wu et al., 2014). D’autre part, le camouflage 

des APR par la structure tertiaire de la protéine permet de réduire le risque d’agrégation et donc 

des modifications de cette structure exposant les APR pourraient, à l’inverse, favoriser 

l’agrégation (Wang and Roberts, 2018). 

 

2.2.2. Dégradation chimique 

Les protéines peuvent subir des dégradations chimiques au cours des différents étapes de leur 

production et purification qui favoriseraient leur agrégation par exposition des surfaces 

hydrophobes, par augmentations des interactions entre les protéines ou par réduction de la 

stabilité conformationnelle de la protéine. Des mécanismes tels que l’oxydation, la 

déamidation, l’hydrolyse et la glycation ont été décrits comme augmentant la capacité 

d’agrégation des protéines. Par exemple, l’oxydation des méthionines ou la formation ou 

échange de ponts disulfure peuvent avoir lieu en présence de métaux (comme l’acier inoxydable 

des réservoirs dédiés à la conservation intermédiaire des produits) ou d’agents oxydants 

(comme le peroxyde d’hydrogène) ou encore par exposition à la lumière, favorisant ainsi la 

formation d’agrégats (Mahler et al., 2009; Wang and Roberts, 2018). 

 

2.2.3. Concentration protéique 

Comme indiqué précédemment, des concentrations élevées en protéines favorisent une 

formation plus rapide d’agrégats en réduisant les distances séparant les monomères, augmentant 

ainsi leurs interactions. Par exemple, durant l’étape de production de certains anticorps 

monoclonaux par culture cellulaire, l’accumulation de grandes quantités de protéines dans les 

cellules ainsi que dans le milieu de culture peut favoriser l’agrégation des protéines, les taux 
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d’agrégats pouvant aller jusqu’à 30 % (Kramarczyk et al., 2008). Une diminution de la 

concentration protéique par dilution réduit non seulement le processus de formation d’agrégats 

mais également la quantité d’agrégats réversibles préalablement formés (Mahler et al., 2009; 

Vázquez-Rey and Lang, 2011; Wang and Roberts, 2018). 

 

2.2.4. Formulation 

Tout changement dans les conditions physico-chimiques de la solution peut avoir un impact sur 

la capacité de la protéine à s’agréger. Ces changements concernent notamment le pH et les 

excipients (Wang and Roberts, 2018).  

L’altération du pH de la solution a un effet sur la stabilité conformationnelle et colloïdale des 

protéines. En effet, le pH détermine le type et la distribution des charges de surface de la 

protéine, affectant ainsi les interactions intra- et intermoléculaires. Par exemple, une étude a 

montré que l’exposition d’une IgG1 à un pH acide de 1 induit des modifications à la structure 

tertiaire de l’anticorps favorisant l’exposition de séquences hydrophobes. La conservation des 

monomères préalablement exposés au pH acide pendant quelques heures à 4℃ a permis de 

détecter la formation d’agrégats de taille variant du dimère aux particules de 10 µm (Filipe et 

al., 2012a). 

Différents excipients peuvent être rajoutés à la formulation pour augmenter la stabilité de la 

protéine, ce qui est le cas du polysorbate. Cependant, il s’est avéré que le rôle de ce surfactant 

dans la stabilité de la protéine dépend du ratio protéine / surfactant. Par exemple, il a été montré 

qu’une concentration élevée (1 %) de PS80 pouvait favoriser son auto-oxydation et la formation 

d’hydroperoxyde. Ces résidus peroxyde sont responsables de l’oxydation des IgG1 en solution, 

réduisant ainsi leur stabilité et augmentant leur sensibilité à l’agrégation si elles sont de plus 

exposées à la lumière ou à un stress de température (Agarkhed et al., 2012). Toutefois, 

l’utilisation du PS80 à faible concentration (environ 0,005 %) pouvait protéger les anticorps de 
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l’agrégation induite par un stress mécanique en réduisant par compétition leur adsorption à 

l’interface air/liquide (Agarkhed et al., 2018). 

 

2.2.5. Température 

Une variation de la température peut aussi avoir une influence sur l’agrégation des protéines en 

favorisant leur dégradation chimique et réduisant leur stabilité conformationnelle. 

La température de fusion d’une protéine varie généralement entre 40 et 80℃ et correspond à la 

température à laquelle 50 % des protéines en solution sont dépliées. Ainsi, des températures 

élevées et supérieures à la température de fusion accélèrent le processus d’agrégation en 

favorisant le dépliement des protéines (Mahler et al., 2009; Rosa et al., 2017). De plus il a été 

montré que durant la phase de production, la conservation d’un anticorps monoclonal dans du 

milieu de culture à 37℃ favorisait son agrégation (Cromwell et al., 2006). 

Par ailleurs, il a été plus récemment montré que les températures basses peuvent aussi favoriser 

la formation d’agrégats en augmentant les interactions entre les protéines et leur dépliement 

(Rosa et al., 2017; Wang and Roberts, 2018). 

 

2.2.6. Agitation 

L’agitation que subit un biomédicament peut avoir lieu lors des différentes étapes de production 

(notamment au cours de l’homogénéisation des cultures cellulaires en bioréacteurs et des 

protéines pendant l’étape de purification) et de transport du produit (Vázquez-Rey and Lang, 

2011). Le stress d’agitation peut induire l’agrégation des protéines notamment en favorisant 

leur dépliement et leur adsorption, en les exposant à des forces de cisaillement et des frottements 

et en augmentant leur présence à l’interface air/liquide.  
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Par exemple, une étude a montré que l’agrégation d’un anticorps monoclonal est favorisée par 

la pression et les frottements que subit l’anticorps entre le barreau d’agitation et le flacon en 

verre (Sediq et al., 2016; Wang and Roberts, 2018).  

 

2.2.7. Congélation et décongélation 

La congélation est une étape nécessaire au cours de la fabrication pour maintenir la stabilité et 

l’activité des biomédicaments, notamment avant la mise en conteneur final et avant le 

regroupement des lots intermédiaires en un lot final (Vázquez-Rey and Lang, 2011). Cependant, 

la congélation favorise la dénaturation et l’agrégation des protéines en induisant des 

perturbations physico-chimiques de la solution protéique : adsorption, concentration de la 

protéines, cristallisation de certains composés.  

Les étapes de congélation et décongélation peuvent augmenter la capacité de la protéine à 

s’agréger notamment durant la phase de stockage (Liu et al., 2014; Wang and Roberts, 2018). 

Par exemple, l’étude de l’effet des étapes de congélation et décongélation sur l’agrégation d’un 

anticorps monoclonal IgG2 a montré la détection d’agrégats de taille variant entre 0,5 et 25 µm 

après décongélation (Kueltzo et al., 2008). 

 

2.2.8. Lumière 

L’exposition d’une protéine à la lumière, visible ou ultraviolette (UV), peut également avoir 

des conséquences sur sa stabilité en augmentant notamment l’oxydation de certains résidus 

(méthionine, tryptophane…) et donc favorisant son agrégation (Wang and Roberts, 2018).  

Ceci a été montré dans le cas d’anticorps monoclonaux exposés à la lumière UV et pour lesquels 

il a été observé une réduction de la fraction de monomères et la formation de dimères et 

d’oligomères (Agarkhed et al., 2012; Bommana et al., 2018).  



 Introduction – Chapitre II 
Agrégation et immunogénicité des anticorps 

70 
 
 

2.2.9. Pompage 

Le stress de pompage peut également favoriser la formation d’agrégats par plusieurs 

mécanismes tels que la formation de bulles d’air et de cavitations responsables de turbulences 

et d’augmentation transitoire de la température, les forces de cisaillement et l’augmentation de 

l’interface air/liquide responsable de l’exposition de résidus hydrophobes et des interactions 

entre protéines. Ceci est notamment observé au cours de l’étape d’ultrafiltration des protéines 

nécessaire pour modifier le tampon d’une protéine et augmenter sa concentration. En effet, 

l’ultrafiltration nécessite plus de 50 passages de la solution à travers la pompe ce qui expose la 

protéine aux différents stress physiques dus aux pompages (Vázquez-Rey and Lang, 2011; 

Wang and Roberts, 2018). 

 

2.3. Méthodes de caractérisation des agrégats 

Comme précédemment décrit, l’agrégation des protéines peut induire la formation d’agrégats 

de la taille du dimère allant aux agrégats visibles et insolubles de taille supérieure à 100 µm. 

Pour cela, la caractérisation des agrégats nécessite l’utilisation de méthodes orthogonales 

permettant de balayer un large spectre de taille ainsi que de déterminer les propriétés physico-

chimiques des agrégats.  

Chacune des techniques développées pour la caractérisation des agrégats présente des avantages 

et des inconvénients ainsi que des spectres de tailles bien définis. Le tableau 5 détaille le 

principe et les spécificités de chaque technique qu’elle soit utilisée pour la quantification, 

l’estimation de taille ou de la forme ou encore la détermination des propriétés physico-

chimiques des agrégats. La figure 12 représente les différentes techniques proposées pour la 

quantification et/ou l’estimation de taille des agrégats selon le spectre de taille qu’elles peuvent 

détecter. 



 Introduction – Chapitre II 
Agrégation et immunogénicité des anticorps 

71 
 
 

 

A
da

pt
é 

de
 (E

ng
el

sm
an

 e
t a

l.,
 2

01
0;

 M
ah

le
r e

t a
l.,

 2
00

9;
 W

an
g 

an
d 

Ro
be

rts
, 2

01
8)

 

Ta
bl

ea
u 

5 
: L

es
 d

iff
ér

en
te

s m
ét

ho
de

s d
e 

ca
ra

ct
ér

is
at

io
n 

de
s a

gr
ég

at
s. 



 Introduction – Chapitre II 
Agrégation et immunogénicité des anticorps 

72 
 
 

 
Figure 12 : Les différentes méthodes de quantification et/ou estimation de taille des 
agrégats. 
Adapté de (Mahler et al., 2009; Wang and Roberts, 2018) 
 

2.4. Contrôle de la formation des agrégats 

2.4.1. Au cours de la production industrielle 

De la culture cellulaire à la purification, les étapes de la chaîne de production d’un 

biomédicament incluent des procédés considérés comme facteurs de stress potentiels à la 

protéine. Ces facteurs précédemment décrits, tels que la température, la concentration 

protéique, le pH, la formulation, l’agitation, l’exposition à la lumière, la 

congélation/décongélation et le pompage peuvent contribuer à la formation d’agrégats de 

protéines. 

L’inhibition complète de l’agrégation n’étant pas possible, différentes stratégies sont appliquées 

au cours de la production et de la purification des biomédicaments pour minimiser la formation 

d’agrégats (Tableau 6) et/ou éliminer les agrégats formés (Tableau 7). Parmi ces stratégies, la 

chromatographie est souvent utilisée pour éliminer les agrégats déjà formés et le choix de la 
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résine et du protocole suivi dépend du produit et du procédé de fabrication. D’autre part, 

plusieurs stratégies sont recommandées pour réduire la formation d’agrégats et ceci en 

minimisant l’effet des différents facteurs qui peuvent favoriser l’agrégation au cours de la 

fabrication d’un biomédicament (Vázquez-Rey and Lang, 2011). 

 

Tableau 6 : Stratégies recommandées pour réduire la formation d’agrégats au cours de la 
production industrielle des anticorps. 

Étape de fabrication Facteurs favorisant 
l’agrégation Solution pour minimiser l’agrégation 

Inactivation virale 
(purification) pH acide 

Utilisation de solvants et de détergents au lieu de 
diminuer le pH s’avère efficace 

Pompage 

Forces de cisaillement durant les 
étapes de purification 
(chromatographie, ultrafiltration) et 
de remplissage dans les conteneurs 

Réduire l’utilisation de pompes, si possible 
Optimiser l’étape de pompage pour réduire le risque 
d’agrégation 

Ultrafiltration Forces de cisaillement Ajuster le flux et la pression en fonction de la protéine et 
de sa concentration 

Conservation 
intermédiaire dans les 
réservoirs 

Oxydation des protéines suite à 
l’adsorption aux surfaces solides des 
réservoirs (acier inoxydable, …) 

Réduire l’interface air/liquide 

Conservation avant le 
remplissage en flacons Congélation Utilisation de cryo-protecteurs, congélation rapide de 

tous les composés de la solution 

Agitation pendant les 
étapes de purification 
et d’homogénéisation 

Forces de cisaillement 
Éviter de vortexer et utiliser des surfactants (PS20 et 
PS80…) 

Stockage 
Agitation et variation de 
température 

Éviter les agitations et réduire l’espace vide dans le 
flacon de stockage 
Conserver le produit à des températures inférieures à la 
température de fusion de l’anticorps (souvent 2 à 8℃) 

Adapté de (Vázquez-Rey and Lang, 2011) 
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Tableau 7 : Stratégies contribuant à réduire le taux d’agrégats formés au cours de la 
production industrielle des anticorps. 

Objectif Type de 
chromatographie Technique employée pour contrôler l’agrégation 

Contribution à 
l’élimination des 
agrégats formés 

Chromatographie par 
échange d’ions 

Les agrégats se lient plus fortement aux résines échangeuses d’ions que 
les monomères ce qui permet la récupération de ces derniers 
uniquement 

Chromatographie 
d’exclusion stérique 

Les monomères et les agrégats sont élués à des temps distincts selon 
leur taille 

Chromatographie par 
interaction hydrophobe 

L’utilisation de résines plus ou moins hydrophobes permet la séparation 
des monomères et des agrégats, ces derniers étant plus hydrophobes 

Réduction de la 
formation 
d’agrégats 

Chromatographie d’affinité 
sur protéine A 

L’utilisation de chlorure de sodium ou d’éthylène glycol permet 
d’augmenter le pH du tampon d’élution 

La modification du ligand de la protéine A par ingénierie pour pouvoir 
utiliser des conditions d’élution plus modérées (pH à 4,5 au lieu de 3 
pour les IgG) 

Adapté de (Vázquez-Rey and Lang, 2011) 

 

Le contrôle qualité des biomédicaments s’effectue tout au long du procédé de fabrication ainsi 

que sur le produit fini avant la libération des lots. L’absence de particules visibles dans les 

solutions injectables est exigée. Les recommandations sur la quantification des particules 

subvisibles ont d’abord été établies par les Pharmacopées Européenne et Américaine pour 

s’assurer de l’absence de contaminants de taille supérieure à 10 et 25 µm pouvant bloquer les 

vaisseaux sanguins.  

Au fil des années, ces exigences ont évolué pour s’adapter aux connaissances actuelles sur le 

rôle des particules subvisibles dans l’immunogénicité des biomédicaments. Les Pharmacopées 

Européenne (Ph. Eur. 2.9.19) et Américaine (USP <788>) sont harmonisées et précisent les 

critères d’acceptation, définissant le nombre maximum de particules subvisibles de taille 

supérieure à 10 et à 25 µm autorisées par conteneur ou par millilitre dans le cas des solutions à 

volume injectable supérieur à 100 mL, ainsi que les méthodes principales d’analyse exigées qui 

sont la technique de light obscuration et la microscopie (Tableau 8) (Vessely et al., 2015). 
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Tableau 8 : Recommandations des Pharmacopées Européenne (Ph. Eur. 2.9.19) et 
Américaine (USP <788>) sur la présence de particules dans les préparations de 
biomédicaments. 

Adapté de (Mahler et al., 2009) 
 

Les nouvelles lignes directrices de la Pharmacopée Américaine (USP <787>, USP <1787>) 

établies en 2014 s’intéressent aux plus petites particules de tailles variant entre 0,1 et 10 µm et 

recommandent l’évaluation, sans limites exigées, de la concentration en particules de taille 

supérieure à 2 µm et à 5 µm en plus de la quantification des particules de taille supérieure à 10 

et 25 µm avec une possibilité de réduction des volumes injectables à tester jusqu’à 0,2 mL. De 

plus, les recommandations des agences du médicament américaine (FDA) et européenne 

(EMA) précisent la nécessité d’évaluer la présence d’agrégats avant la libération des lots ainsi 

que durant les études de stabilité et de caractériser ces agrégats grâce à plusieurs méthodes 

orthogonales qui permettraient de mieux évaluer leur nature, leur taille, leur quantité et leur 

forme (Vessely et al., 2015). 

 

2.4.2. Après la libération des lots cliniques 

Les lots libérés obéissent aux normes imposées par la Pharmacopée. Toutefois, ces mêmes lots 

peuvent subir différents types de stress après leur libération au cours des étapes de stockage, de 

transport et d’administration du produit au patient, et la seule exigence reste une inspection 

visuelle des préparations avant injection. De nouvelles recommandations pour une meilleure 

manipulation des biomédicaments ont récemment été établies à la suite du rapport des différents 

 Light obscuration Microscopie 

Volume 
injectable 

³ 10 µm ³ 25 µm ³ 10 µm ³ 25 µm 

≤ 100 mL 6000 particules 
/dose 

600 particules 
/dose 

3000 particules 
/dose 

300 particules 
/dose 

> 100 mL 25 particules /mL 3 particules /mL 12 particules /mL 2 particules /mL 
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problèmes qui peuvent être rencontrés avec les biomédicaments après la libération des lots 

cliniques (Nejadnik et al., 2018). 

Au cours du stockage et du transport, les préparations de biomédicaments peuvent par exemple 

subir des stress d’agitation ou être exposées à la lumière ou à des températures inadéquates si 

elles sont mal conservées, ce qui est envisageable pour les préparations pouvant être auto-

administrées à domicile (Nejadnik et al., 2018).  

Les préparations peuvent également subir des stress lors de leur manipulation en vue de leur 

administration au patient, et ceci dans un environnement contrôlé tel que les salles hospitalières 

de préparation des poches de spécialités d’anticorps monoclonaux destinés à être administrés 

par voie IV. Plusieurs études ont montré que lors de la reconstitution des solutions de 

biomédicaments, l’agitation, le pompage, la contamination par des composés provenant du 

matériel utilisé (seringues, poches, …) peuvent induire la formation d’agrégats (Nejadnik et al., 

2018). Une autre étude a montré la présence de microparticules et de nanoparticules dans des 

solutions pour injections IV avant et après filtration (Pardeshi et al., 2017). 

La filtration des préparations au moment de l’injection destinée à éliminer les particules 

pouvant se former n’est pas systématique. Elle est déjà recommandée pour presque 16 % des 

biomédicaments. Une étude récente a montré l’importance de la filtration au moment de 

l’injection en évaluant la présence d’agrégats avant et après filtration (souvent à 0,2 µm) dans 

plus de 19 biomédicaments stressés et non stressés tout en comparant différents types de filtres. 

Cette étude a montré une réduction importante de la quantité d’agrégats de taille supérieure à 1 

µm après filtration avec une élimination presque complète des particules de taille supérieure à 

10 et 25 µm. La filtration a également permis de réduire le nombre d’agrégats 

submicrométriques cependant cette réduction n’était pas aussi efficace que pour les particules 

plus larges (Werner and Winter, 2018). 
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Enfin, et de manière intéressante, une étude a montré que certains anticorps thérapeutiques 

(trastuzumab ou bevacizumab) étaient susceptibles de s’agréger dans certaines conditions de 

mélange en présence de sérum (Arvinte et al., 2013). 

 

3. Immunogénicité des agrégats d’anticorps thérapeutiques 

Malgré les contrôles avant et après libération des lots cliniques, la formation d’agrégats 

protéiques n’est toujours pas bien maîtrisée. La taille, la quantité, l’état irréversible des agrégats 

formés ainsi que la présence de néo-épitopes à leur surface sont des facteurs intrinsèques 

pouvant contribuer à leur immunogénicité (Moussa et al., 2016a). 

Le rôle des agrégats de protéines thérapeutiques dans l’immunogénicité a fait l’objet de 

nombreuses études qui permettent de mieux comprendre les mécanismes de déclenchement 

d’une réponse immunitaire. Dans ce qui suit, nous ferons un point sur les études s’intéressant 

notamment aux agrégats d’anticorps thérapeutiques. 

 

3.1. Observations cliniques 

L’impact de l’agrégation des anticorps à visée thérapeutique sur leur immunogénicité est 

relativement peu documenté chez l’homme. Les seules études concernant les agrégats 

d’anticorps remontent aux années 1960, où la présence d’agrégats dans les préparations de γ-

globulines (ou IgG intraveineuse, IVIG) a été corrélée à l’apparition d’anticorps spécifiques de 

néo-épitopes présents sur les agrégats de γ-globulines et au développement de réactions 

d’hypersensibilité chez certains patients (Henney and Ellis, 1968; Rosenberg, 2006). La 

séparation des fractions monomériques et agrégées par centrifugation a montré que le 

surnageant ne contenant que les monomères n’induisait pas de réaction au test cutané 

intradermique alors que la fraction agrégée et la solution non centrifugée induisaient des 

réactions d’hypersensibilité (Ellis and Henney, 1969).  
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D’autres études ont corrélé la présence d’agrégats dans des préparations à l’immunogénicité 

d’autres protéines à visée thérapeutique telles que la GH, l’EPO et les interférons (Moussa et 

al., 2016a). 

 

3.2. Modèles animaux in vivo 

Les modèles animaux couramment utilisés dans l’évaluation de l’immunogénicité des anticorps 

thérapeutiques sont les modèles murins de type sauvage (ou WT pour wild-type) et 

transgéniques (TG). Toutefois, les résultats des études sont rarement prédictifs de la réponse 

immunitaire chez l’homme, notamment ceux obtenus chez les souris WT.  

Les anticorps sous forme native ou agrégée sont souvent administrés aux souris par voie SC et 

l’immunogénicité est évaluée par la détection et le dosage des ADA formés. Une comparaison 

entre les voies SC et IV pour l’administration d’un anticorps monoclonal humain IgG1 marqué 

chez des souris WT a montré une accumulation plus importante en SC des agrégats d’anticorps 

(produits par agitation) comparé au monomère au niveau du site d’injection, alors que les 

anticorps natifs et agrégés injectés par voie IV ont rapidement disparu de la circulation et se 

sont accumulés au niveau du foie. De plus, la sécrétion de cytokines étaient plus importante 

avec les monomères et les agrégats injectés par voie SC qu’avec ceux administrés par voie IV 

(Filipe et al., 2013). Une deuxième étude a également montré l’accumulation des agrégats 

d’anticorps en SC ainsi qu’une accumulation plus importante des agrégats submicrométriques 

au niveau des ganglions lymphatiques et de la rate comparé aux agrégats de taille micrométrique 

et aux anticorps natifs (Kijanka et al., 2016). 

Les différentes études in vivo évaluant l’immunogénicité des agrégats d’anticorps avaient pour 

objectif de mieux comprendre l’effet des agrégats selon leur taille, leur quantité ainsi que leur 

degré de modifications structurelles cependant les résultats obtenus ne sont pas similaires entre 

les études.  
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3.2.1. Modèles murins sauvages 

Freitag et collaborateurs ont montré que l’administration d’agrégats d’un anticorps monoclonal 

murin, produits par différents types de stress, a induit une rupture de tolérance chez des souris 

WT avec une augmentation de la sécrétion d’ADA mais les échantillons les plus immunogènes 

étaient ceux qui étaient les plus concentrés en agrégats insolubles et dénaturés de taille 

supérieure à 1 µm (Freitag et al., 2014). Par ailleurs, plus récemment, Kijanka et collaborateurs 

ont montré que les fractions enrichies en agrégats submicrométriques (100 nm à 1 µm) d’un 

anticorps monoclonal IgG1 murin étaient immunogènes et induisaient la production d’ADA 

alors que les oligomères solubles (< 100 nm) et les agrégats micrométriques (> 1 µm) n’étaient 

pas immunogènes (Kijanka et al., 2018). Ce même groupe a également montré que les dimères 

d’IgG1 murin, comme l’anticorps natif, n’étaient pas immunogènes (Kijanka et al., 2019).  

D’autre part, deux études ont montré que l’administration répétée d’anticorps agrégés à faibles 

concentrations induisaient la production d’ADA alors que des concentrations élevées 

induisaient une tolérance vis-à-vis de l’anticorps (Shomali et al., 2015; Uchino et al., 2017). 

Les modèles de souris WT comportent un biais dans la mesure où la plupart des anticorps 

thérapeutiques sont étrangers pour ces souris et conduisent à la mise en place d’une réponse 

immunitaire même en absence d’agrégats. Ainsi, une production élevée d’ADA en réponse à 

l’anticorps humain sous forme native complique l’interprétation des résultats même avec une 

augmentation de la production d’ADA en réponse aux agrégats. 

 

3.2.2. Modèles murins transgéniques 

Afin d’éviter la mise en place d’une réponse immunitaire contre une protéine humaine, des 

modèles de souris TG, exprimant la protéine humaine d’intérêt, ont été développées.  
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La comparaison de la production d’ADA en réponse aux agrégats d’anticorps entre souris TG 

pour des IgG1 humaines et WT a ainsi montré des titres d’ADA supérieurs chez les souris WT 

(Filipe et al., 2012b). 

Plusieurs études ont montré que la rupture de tolérance des souris TG par les agrégats 

d’anticorps dépendait notamment de l’importance des modifications chimiques qu’a subi 

l’anticorps. Ainsi, les agrégats présentant des néo-épitopes étaient les plus immunogènes et 

induisaient une production élevée d’ADA (Bessa et al., 2015; Boll et al., 2017; Filipe et al., 

2012b). 

 

Les tableaux 9 et 10 résument les différentes études in vivo évaluant l’immunogénicité des 

agrégats d’anticorps monoclonaux par la production d’ADA. L’ensemble de ces études 

montrent que la réponse immunitaire des souris aux agrégats dépend de nombreux facteurs, 

dont le modèle murin, la voie et la fréquence d’administration, l’anticorps administré ainsi que 

la quantité, le type d’agrégats injectés et les modifications chimiques et structurelles subies par 

l’anticorps lors de l’agrégation (Kraus et al., 2019; Moussa et al., 2016a). 

 

Tableau 9 : Études in vivo évaluant l’immunogénicité des agrégats d’anticorps 
monoclonaux dans des modèles murins transgéniques. 

Anticorps Stress 
Modèle 
murin 

Résultats obtenus Références 

IgG1 humaine 
(IP) 

Faible pH, agitation, oxydation par 
un métal, température élevée, 
congélation-décongélation 

TG (IgG1 
humaine) et 
non TG 

Agrégats les plus immunogènes selon les 
modifications chimiques subies : oxydation par 
un métal > agitation, pH, température > 
congélation-décongélation, natif 

(Filipe et al., 
2012b) 

IgG1 humaine 
(SC) 

Faible pH, UV, température 
élevée… 

TG (IgG1 
humaine) 

Agrégats les plus immunogènes : oligomères 
solubles (stress UV) avec des néo-épitopes 

(Bessa et al., 
2015) 

IgG1 humaine  
(SC) 

Température élevée, UV, agitation, 
agent oxydant 

TG (IgG1 
humaine) 

Agrégats les plus immunogènes : particules 
subvisibles avec modifications chimiques 

(Boll et al., 
2017) 

IP : administration intrapéritonéale ; SC : administration sous-cutanée ; TG : souris transgénique ; UV : ultraviolet. 
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Tableau 10 : Études in vivo évaluant l’immunogénicité des agrégats d’anticorps 
monoclonaux dans des modèles murins sauvages. 

Anticorps Stress 
Modèle 
murin 

Résultats obtenus Références 

IgG1 humaine 
marquée  
(SC ou IV) 

Agitation SKH1 
- Accumulation des agrégats en SC  
- Production de cytokines (similaires entre 
monomères et agrégats) mais SC > IV 

(Filipe et al., 
2013) 

IgG1 (murine 
et humaine) 
marquées 
(SC) 

Faible pH et température élevée 
puis agitation 

SKH1 

- Accumulation des agrégats en SC plus 
longtemps que les anticorps natifs 
- Accumulation des agrégats 
submicrométriques (100-1000 nm) au niveau 
de la rate et des ganglions lymphatiques 

(Kijanka et al., 
2016) 

Anticorps 
monoclonal 
murin (SC) 

Lumière, agitation, température 
élevée 

BALB/c 
C57BL/6J 

Agrégats les plus immunogènes : insolubles, 
dénaturés et de taille supérieure à 1 µm 

(Freitag et al., 
2014) 

IgG1 murine 
(SC) 

Faible pH et température élevée 
puis agitation 

BALB/c 

- Agrégats les plus immunogènes : 
submicrométriques (100-1000 nm) 
- Agrégats non immunogènes : oligomères 
solubles (< 100 nm), micrométriques (> 1 µm) 

(Kijanka et al., 
2018) 

IgG1 murine 
(SC) 

Faible pH, UV, température élevée BALB/c Dimères non immunogènes 
(Kijanka et al., 
2019) 

Adalimumab  
(SC) 

Agitation [seringues siliconées 
(SO+) ou non siliconées (SO-)] 

BALB/c 
Agrégats les plus immunogènes : SO+ (agrégats 
submicrométriques et subvisibles) à faible 
concentration 

(Uchino et al., 
2017) 

Anticorps 
monoclonal 
murin (SC) 

Adsorption  
(verre ou microparticules d’hydroxyde 
d’aluminium ou gouttes d’huile de 
silicone) 

BALB/c 
Agrégats plus immunogènes à faible 
concentration (Shomali et 

al., 2015) 
C57BL/6J 

Réponse ADA pareilles pour concentrations 
faible et élevée 

scFv 
humanisé 
(IP) 

Température élevée BALB/c 

- Agrégats plus immunogènes que le fragment 
d’anticorps non agrégé. 
- ADA dirigés contre des épitopes exposés suite 
à l’agrégation de l’anticorps  

(Eyes et al., 
2019) 

IP : administration intrapéritonéale ; IV : administration intraveineurse ; SC : administration sous-cutanée ; scFv : 
single chain antibody variable fragment ; UV : ultraviolet. 
 

3.3. Études in vitro 

La majorité des études in vitro qui se sont intéressées au rôle des agrégats d’anticorps dans 

l’immunogénicité utilisent des cellules mononuclées du sang périphérique (ou PBMC pour 

peripheral blood mononuclear cells). Ces études ont pour objectif de mimer la réponse 

immunitaire chez l’homme mise en place suite à l’administration du biomédicament pouvant 

contenir des agrégats afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires responsables de 

l’immunogénicité (Moussa et al., 2016a). 

Une première étude de Joubert et collaborateurs en 2012 a proposé une signature cytokinique 

témoignant de l’activation de PBMC humaines en réponse à différents types d’agrégats 

d’anticorps monoclonaux induits par des stress divers. Cette signature cytokinique comprenait 
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l’IL-1β, IL-6, IL-10, CCL2, CCL3, CCL4, MMP2 et TNFα. Les agrégats induisant les réponses 

les plus importantes étaient ceux générés par agitation ainsi que ceux de taille variant entre 2 et 

10 µm (Joubert et al., 2012). Des résultats similaires ont été obtenus par Telikepalli et 

collaborateurs qui ont soumis un anticorps monoclonal à un stress d’agitation et ont séparé les 

agrégats selon leur taille pour évaluer l’effet de chaque fraction sur la sécrétion de cytokines 

par les PBMC. Cette étude a montré que la fraction d’agrégats de tailles entre 5 et 10 µm 

induisait une sécrétion de cytokines plus importante que les fractions d’agrégats de taille de 1 

à 2 µm, 2 à 5 µm et supérieure à 10 µm (Telikepalli et al., 2015). L’activation des PBMC a 

également été observée avec des agrégats d’IVIG non seulement par la sécrétion de cytokines 

et chimiokines (IL1β, IL6, TNFα, IL10, CCL2, CCL7, CCL3, CCL20) mais également par 

l’activation des mitogen-activated protein kinases (MAPK) : p38 MAPK, extracellular signal-

regulated kinase (ERK) et c-Jun N-terminal kinase (JNK) (Polumuri et al., 2018). D’autre part, 

Moussa et collaborateurs ont montré que les agrégats d’IVIG formés sous stress mécanique 

(agitation) induisaient une sécrétion de cytokines plus importante par les PBMC, les monocytes 

et la lignée cellulaire des THP-1 que les agrégats formés sous d’autres stress (stress thermique 

ou oxydation par métal). En effet, cette étude proposait l’utilisation de la lignée de cellules 

THP-1, pouvant mimer la réponse des monocytes, pour prédire et évaluer l’immunogénicité des 

agrégats d’anticorps (Moussa et al., 2016b). 

Parmi ces études, certaines se sont aussi intéressées aux récepteurs pouvant être impliqués dans 

l’interaction des agrégats avec les PBMC mais les résultats obtenus ne sont pas identiques d’une 

étude à l’autre. Joubert et collaborateurs ont montré que les récepteurs de type Toll (ou TLR 

pour Toll-like receptors) 2 et 4, les récepteurs au fragment Fc, FcγRI et FcγRIII, ainsi que le 

système du complément étaient impliqués dans la réponse des PBMC aux agrégats (Joubert et 

al., 2012). D’autre part, Moussa et collaborateurs ont montré que la sécrétion cytokinique en 

réponse aux agrégats d’IVIG dépendait notamment des TLR2 et TLR4 et non pas des FcγR 
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(Moussa et al., 2016b) alors que Polumuri et collaborateurs ont montré que l’activation des 

PBMC était favorisée par l’interaction des agrégats avec les FcγR et non pas les TLR (Polumuri 

et al., 2018). 

D’autres études se sont plus particulièrement focalisées sur l’effet des agrégats d’anticorps sur 

la maturation des DC en utilisant un modèle de DC dérivées de monocytes (moDC) isolées des 

PBMC de donneurs sains. Rombach-Riegraf et collaborateurs ont montré que les agrégats 

d’anticorps formés sous stress thermique induisaient une augmentation de l’expression des 

marqueurs de costimulation CD80 et CD86 et d’activation CD83 à la surface des moDC 

essentiels pour l’activation de LT. D’autre part, la technique du MAPPs a été utilisée pour 

déterminer les séquences peptidiques chargées sur les molécules du CMH de classe II des 

moDC. Cette technique a permis de montrer que les moDC incubées en présence des agrégats 

d’anticorps présentaient plus de peptides, en nombre et diversité, que les moDC incubées en 

présence de l’anticorps natif et présentant un nombre limité de peptides. Les peptides dérivant 

des anticorps agrégés étaient issus des régions des chaînes lourdes et légères des anticorps alors 

que ceux dérivant de l’anticorps natif provenaient notamment de la même région de la chaîne 

lourde (Rombach-Riegraf et al., 2014). 

Les agrégats d’anticorps utilisés dans les différentes études in vitro et in vivo pour l’évaluation 

de l’immunogénicité sont pour la plupart produits par application de stress exagérés induisant 

la formation d’agrégats de taille et quantité importantes. Afin de s’approcher des quantités 

d’agrégats pouvant être retrouvées dans les biomédicaments, Ahmadi et collaborateurs ont 

étudié l’effet immunomodulateur d’anticorps (trastuzumab et rituximab) faiblement agrégés 

constituant moins de 3 % de la quantité totale de protéines et dans le spectre de taille des 

particules subvisibles. Les agrégats de trastuzumab, anticorps faiblement immunogène en 

clinique, induisaient une faible activation des moDC (augmentation de la sécrétion d’IL-10 et 

marqueurs de surface CD86, HLA-DR par rapport à l’anticorps natif) ainsi que la prolifération 
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des LT CD4+ et la production de cytokines (IL-2 et IL-10). Toutefois, le rituximab agrégé 

n’induisait pas d’augmentation de l’activation des moDC et de la réponse des LT par rapport à 

l’anticorps natif ayant une immunogénicité intrinsèque élevée. Ainsi, l’effet des agrégats sur la 

réponse immune peut être accentué dans le cas des anticorps à faible potentiel immunogène. 

D’autre part, l’étude par microscopie confocale de l’internalisation des agrégats de rituximab, 

marqués à l’alexa fluor 488, a révélé leur accumulation dans les endosomes tardifs des moDC 

après 30 minutes d’incubation (Ahmadi et al., 2015). 

L’évaluation de la réponse T a été proposée comme outil de « prédiction » de l’immunogénicité 

des anticorps thérapeutiques. Pour cela, Joubert et collaborateurs ont étudié l’effet de 10 

anticorps monoclonaux, natifs et agrégés, sur la prolifération des LT ainsi que la sécrétion des 

cytokines IL-2 et IFN-γ dans des cultures de PBMC de 50 donneurs sains. Les résultats obtenus 

ont montré que la réponse T pour les anticorps natifs corrélait avec leur immunogénicité 

clinique alors que l’agrégation de ces anticorps induisait une augmentation de la réponse T par 

rapport à l’anticorps natif (Joubert et al., 2016). 

Les différentes études in vitro présentées ci-dessus montrent que dans le cas des agrégats 

d’anticorps thérapeutiques, différents modèles d’études peuvent être proposés pour prédire et 

évaluer la réponse immunitaire au niveau cellulaire et moléculaire. 

 

3.4. Prédictions in silico 

Il existe diverses méthodes de prédiction de l’immunogénicité des protéines thérapeutiques 

natives. La prédiction du potentiel immunogène des agrégats reste plus complexe à cause de 

l’hétérogénéité des agrégats pouvant se former sous différents types de stress ainsi que la 

complexité de la caractérisation tridimensionnelle des agrégats (Moussa et al., 2016a). 

Toutefois, des méthodes ont été développées pour prédire les tendances d’agrégation des 

protéines thérapeutiques notamment en déterminant les APR (Meric et al., 2017). 
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Une seule étude se basant sur la modélisation computationnelle a montré que les interactions 

entre les agrégats et les récepteurs des LB sont peu probables. Cette même étude a également 

montré que les agrégats peuvent participer à la mise en place d’une réponse T-dépendante grâce 

à leur rôle de signal de danger pouvant induire une rupture de tolérance ainsi qu’aux néo-

épitopes qu’ils présentent (Yin et al., 2015). 
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Chapitre III : Les étapes clés déclenchant une réponse immunitaire 
adaptative contre les anticorps thérapeutiques et agrégats 

L’immunisation des patients contre une protéine à visée thérapeutique se traduit par la 

formation d’ADA de haute affinité dirigée contre la protéine, ce qui implique la mise en place 

d’une réponse immunitaire classique mettant en jeu des cellules présentatrices d’antigène, 

notamment les DC, et des LT CD4+ qui vont participer à la maturation complète des LB. D’une 

manière générale, le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative efficace dirigée 

contre une protéine thérapeutique nécessite la présentation de l’antigène aux LT, mais de plus, 

la présence d’un signal de danger. 

Ce chapitre est consacré aux interactions des anticorps thérapeutiques avec le système 

immunitaire, et se focalisera sur le rôle des agrégats d’anticorps dans la mise en place de la 

réponse immunitaire adaptative. 

 

1. Cellules dendritiques : intermédiaires entre les anticorps thérapeutiques 

et le système immunitaire adaptatif 

Les DC sont des cellules présentatrices d’antigène professionnelles définies par leur capacité à 

capturer les antigènes dans les tissus périphériques où elles résident, de les transporter vers les 

organes lymphoïdes secondaires et de les présenter aux LT naïfs spécifiques.  

 

1.1. Capture et présentation de l'antigène 

Il existe différents sous-types de DC qui peuvent être classifiées selon leur localisation, leur 

phénotype et leurs fonctions (Figure 13). Les DC peuvent être divisées en DC plasmacytoïdes 

(pDC), principalement localisées dans les organes lymphoïdes ; DC conventionnelles (cDC1 et 

cDC2), résidentes dans les organes lymphoïdes ou localisées dans les tissus ou le sang où elles 

entrent en contact avec des antigènes ; DC inflammatoires, différenciées à partir de monocytes 
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sanguins lors d’une inflammation ou d’une infection ; et cellules de Langerhans (LC), 

résidentes de l’épiderme (Collin and Bigley, 2018; Eisenbarth, 2019). 

 
Figure 13 : Sous-populations de cellules dendritiques et cellules apparentées. 
De (Eisenbarth, 2019) 
Des marqueurs spécifiques et le rôle principal de chaque sous-population sont indiqués. L’expression des 
marqueurs indiqués entre parenthèse varie en fonction des tissus.  
* : marqueur exprimé uniquement sur les cellules humaines ; cDC : cellules dendritiques conventionnelles ; CDP 
: progéniteur commun aux cellules dendritiques ; CLP : progéniteur lymphoïde commun ; iDC : cellules 
dendritiques inflammatoires ; HSC : cellule souche hématopoïétique ; LC : cellules de Langerhans ; MDP : 
progéniteur commun aux macrophages et aux cellules dendritiques ; MoDC : cellules dendritiques dérivées de 
monocytes ; pDC : cellules dendritiques plasmacytoïdes ; TIP-DC : cellules dendritiques produisant du TNFα et 
des oxydes nitriques 
 

1.1.1. Internalisation de l’antigène par les cellules dendritiques  

L’état immature des DC recrutées dans les tissus périphériques leur confère une forte capacité 

de reconnaissance et de capture des antigènes. Les DC peuvent internaliser les antigènes via 

différents mécanismes présentés dans la figure 14 : l’endocytose médiée par les récepteurs, la 

macropinocytose et la phagocytose. 
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L’endocytose médiée par les récepteurs permet de capturer les antigènes solubles dans de 

petites vésicules de 0,1 µm de diamètre, recouvertes de clathrine. Ce processus implique des 

récepteurs spécifiques exprimés à la surface des DC tels que les récepteurs au fragment Fc des 

immunoglobulines (FcR) et les récepteurs aux lectines de types C (CLR) (Liu and Roche, 2015; 

Roche and Furuta, 2015).  

 
Figure 14 : Voies d’internalisation des antigènes dans les cellules dendritiques. 
Adapté de (Liu and Roche, 2015) 
 

La macropinocytose, source majeure d’internalisation des antigènes par les DC immatures, se 

caractérise par la formation de protrusions membranaires permettant d’internaliser des 

antigènes solubles d’une manière non spécifique dans des macropinosomes de diamètre variant 

entre 0,2 et 5 µm. C’est un processus dépendant de l’actine et impliquant différentes molécules 

intracellulaires dont notamment les Rho GTPases (Cdc42 et Rac) qui interviennent dans le 

remodelage du cytosquelette d’actine (Liu and Roche, 2015). Les antigènes exogènes 
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internalisés par les macropinosomes ou les vésicules de clathrine sont pris en charge par les 

endosomes précoces qui forment ensuite des endosomes tardifs qui fusionnent avec les 

lysosomes. Dans ces compartiments riches en molécules du CMH de classe II, les antigènes 

sont apprêtés par dégradation protéolytique et les peptides formés sont chargés sur les 

molécules du CMH de classe II pour ensuite être présentés aux LT CD4+ (Roche and Furuta, 

2015). 

L’internalisation par phagocytose est de manière générale médiée par des récepteurs comme les 

FcR, les CLR et les récepteurs scavenger. Elle permet de capturer des particules de taille 

supérieure à 0,5 µm. La polymérisation de filaments d’actine permet la réorganisation de la 

membrane autour des particules à internaliser. Les phagosomes formés fusionnent avec les 

lysosomes ou les compartiments formés de lysosomes et d’endosomes tardifs, riches en 

molécules du CMH de classe II, ce qui permet l’apprêtement des antigènes et la formation des 

complexes CMH/peptide (Freeman and Grinstein, 2014; Roche and Furuta, 2015). 

Une étude s’intéressant particulièrement aux mécanismes d’internalisation d’agrégats 

peptidiques a montré que les agrégats de diamètre inférieur à 500 nm sont capturés par des 

cellules HEK-293 par endocytose de phase fluide, alors que l’internalisation d’agrégats de 

diamètre supérieur à 1 µm implique le remodelage du cytosquelette et la polymérisation de 

l’actine suggérant une capture par phagocytose ou macropinocytose (Couceiro et al., 2015). 

 

1.1.2. Apprêtement de l’antigène et présentation par les molécules du CMH 

Comme précisé ci-dessous, les antigènes capturés sont chargés sur les molécules du CMH afin 

d’être présentés aux LT. Il existe deux classes de gènes dits classiques (classes I et II) codant 

pour les molécules du CMH humain (ou HLA pour Human Leukocyte Antigen) qui assurent la 

présentation de l’antigène et qui se distinguent par leur structure, leur mode de liaison aux 

peptides et leur distribution histologique.  
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Les molécules du CMH de classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) exprimé par toutes les cellules 

nucléées présentent les peptides antigéniques endogènes (cytoplasmiques et nucléaires) aux LT 

CD8+. Les antigènes endogènes sont dégradés via la voie du protéasome en peptides qui seront 

ensuite transloqués dans le réticulum endoplasmique où ils se lient aux molécules du CMH de 

classe I formées d’une chaîne lourde α et d’une chaîne légère, la β2-microglobuline (Blum et 

al., 2013).  

Par ailleurs, les molécules du CMH de classe II (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR) sont exprimées 

de manière constitutive sur les CPA professionnelles (DC, LB, monocytes et macrophages) et 

présentent les peptides dérivant d’antigènes exogènes aux LT CD4+. Ces molécules, 

synthétisées dans le réticulum endoplasmique, sont formées de deux chaînes α et β, chacune 

constituée de deux domaines extracellulaires (α1 et α2 ; β1 et β2) et sont associées à la chaîne 

invariante « Ii » qui aide la molécule à se replier correctement. Le sillon de présentation des 

peptides antigéniques, formés de 12 à 20 acides aminés, est délimité par les domaines α1 et β1 

et bloqué par CLIP (pour class II associated invariant chain peptides). La dégradation des 

antigènes internalisés par les protéases est réalisée dans les compartiments endosomaux et 

lysosomaux. Ces derniers comportent près de 75 % des molécules du CMH de classe II dans 

les DC immatures. À ce niveau, la chaîne invariante est dégradée puis le fragment CLIP est 

échangé avec le peptide à présenter. Une fois le peptide chargé sur la molécule du CMH, le 

complexe CMH/peptide est transféré vers la membrane plasmique pour être présenté aux LT 

CD4+ (Blum et al., 2013; Holland et al., 2013; Roche and Furuta, 2015). 

Dans le cas des agrégats d’anticorps, une étude d’Ahmadi et collaborateurs a montré que des 

agrégats de rituximab marqués sont pris en charge par les moDC et co-localisent avec les 

molécules HLA-DR dès 30 min d’incubation dans des compartiments intracellulaires, présentés 

comme étant des endosomes tardifs, contrairement au rituximab non agrégé qui semble être peu 

internalisé (Ahmadi et al., 2015). 
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Une autre étude de Rombach-Reigraf et collaborateurs, évaluant la présentation de peptides 

dérivant d’anticorps monoclonaux et de leurs agrégats, a montré grâce à la technique du 

MAPPs, une augmentation du nombre et de la diversité des peptides présentés par les HLA-DR 

de moDC traitées par les agrégats d’anticorps par rapport aux cellules traitées par les anticorps 

natifs. Cette technique a été utilisée pour tester des agrégats préparés sous différents stress 

(agitation couplée ou non à une température élevée, congélation-décongélation) sur des moDC 

de plusieurs donneurs sains. Les résultats ont montré que le nombre de peptides ayant des 

séquences d’acides aminés spécifique était augmenté entre 1,1 et 16,6 fois par rapport à celui 

obtenu avec l’anticorps natif (Rombach-Riegraf et al., 2014). 

 

1.2. Maturation et migration des cellules dendritiques 

1.2.1. Reconnaissance des signaux de danger par les cellules dendritiques 

Les DC capturent et présentent les antigènes exogènes et endogènes de manière continue. 

Cependant, les DC ne seront activées de manière optimale pour initier une réponse immunitaire 

que si elles sont en présence de molécules définissant un danger pour l’organisme. En effet, la 

notion de « signal de danger » a été introduite en 1994 par l’immunologiste Polly Matzinger 

qui explique que la présence d’un tel signal, qu’il soit du soi ou du non soi, conduira au 

déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative alors que l’absence de signal induirait la 

tolérance (Matzinger, 1994). 

L’activation des DC peut être induite par des signaux de danger exogènes, les MAMP 

(Microbial-Associated Molecular Patterns) qui correspondent à des motifs conservés exprimés 

par les pathogènes, ou par des signaux de danger endogènes, les DAMP (Damage-Associated 

Molecular Patterns), libérés par des cellules ou tissus endommagés ou subissant un stress 

(Matzinger, 2002; Seong and Matzinger, 2004). Un troisième type de signal de danger a plus 

récemment été introduit et il correspond aux NAMP (Nanoparticle-Associated Molecular 
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Patterns) qui sont des motifs pouvant être présentés à la surface de nanoparticules (Farrera and 

Fadeel, 2015).  

Ces signaux de danger sont reconnus par les DC grâce aux Pattern Recognition Receptors 

(PRR), récepteurs intracellulaires ou extracellulaires appartenant aux familles des TLR, NLR 

(Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors), CLR et RLR (Retinoic 

acid-inducible gene 1 (RIG-1)-like receptors) (Takeuchi and Akira, 2010). 

Parmi ces récepteurs, le TLR2 et le TLR4 ont été montré comme impliqués dans la réponse des 

PBMC aux agrégats d’anticorps monoclonaux. En effet, le prétraitement des PBMC avec des 

anticorps bloquant des TLR2 et TLR4 a induit une diminution de la production de cytokines et 

chimiokines en réponse aux agrégats d’anticorps (Joubert et al., 2012). 

 

1.2.2. Maturation et migration des cellules dendritiques 

L’internalisation des antigènes et la reconnaissance de signaux de danger favorisent la 

maturation des DC en induisant des changements morphologiques, phénotypiques et 

fonctionnels de ces cellules. Ces modifications sont favorisées suite à l’activation de voies de 

signalisation induites par l’engagement de certains récepteurs par les antigènes ainsi que par la 

capture de ces derniers. 

En effet, les modifications morphologiques des DC lors de la maturation se caractérisent par le 

remodelage du cytosquelette. Ainsi, les DC perdent leur forme initiale pour acquérir une 

structure en forme d’étoile avec des prolongements cytoplasmiques appelés dendrites (Verdijk 

et al., 2004).  

Comme précisé précédemment, différents types de récepteurs peuvent être impliqués dans 

l’internalisation des antigènes par les DC immatures et sont responsables de l’activation de 

certaines voies de signalisation, telles que la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et les Rho 

GTPases Rac1 et Cdc42. Cependant, la maturation des DC induit une réduction de la capacité 
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d’internalisation, avec notamment une diminution de l’expression des récepteurs impliqués 

dans la phagocytose et l’endocytose. Cette perte de la fonction de capture des antigènes est 

accompagnée de l’acquisition de la fonction de présentation d’antigène avec une augmentation 

de l’expression des molécules du CMH de classe II (Sato and Fujita, 2007). 

Par ailleurs, l’engagement de récepteurs, tels que les PRR responsables de la reconnaissance 

des signaux de danger ou les FcR impliqués dans l’internalisation des antigènes, induit en aval 

l’activation de voies de signalisation qui participent à l’induction de la production de cytokines 

et chimiokines par les DC et de l’expression de marqueurs de surface. Ainsi les DC matures 

vont exprimer les marqueurs de co-stimulation CD40, CD80 et CD86 et le marqueur 

d’activation CD83 indispensables à l’activation des LT. De plus, elles vont diminuer voire 

perdre l’expression des récepteurs CCR1, CCR2, CCR5, CCR6 et CXCR1, responsables de 

leur recrutement vers les tissus périphériques grâce aux chimiokines CCL3, CCL5, CCL20 et 

IL-8. En parallèle, les DC matures augmentent l’expression d’autres récepteurs tels que CCR7 

et CXCR4 qui vont favoriser la migration des DC vers les ganglions lymphatiques. Les 

chimiokines CCL19 et CCL21 vont attirer les DC exprimant notamment le CCR7, ces 

chimiokines étant sécrétées dans les zones riches en LT des organes lymphoïdes secondaires et 

le CCL21 également sécrété par les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques (Gunn 

et al., 1998). Les DC vont également augmenter leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

comme IL-6 et IL-12 et de chimiokines tels que CCL2 et CCL3 (Nagorsen et al., 2004; Sato 

and Fujita, 2007). 

Ainsi, les DC vont acquérir au cours de la maturation des capacités de présentation d’antigène, 

de sécrétion de cytokines et de chimiokines, d’expression de marqueurs de co-stimulation et de 

migration qui vont leur permettre d’activer les LT CD4+ naïfs spécifiques au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires (Figure 15). 
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Figure 15 : Phénotype des cellules dendritiques immatures ou matures. 
 

Comme précisé dans le chapitre 2, quelques études se sont intéressées aux modifications 

phénotypiques des moDC en réponse aux agrégats d’anticorps thérapeutiques en suggérant que 

les agrégats joueraient le rôle de signaux de danger. Ces études ont montré que les anticorps à 

l’état natif induisaient peu ou pas de maturation des moDC alors que les agrégats d’anticorps 

pouvaient induire une augmentation de l’expression des marqueurs de surface (notamment 

CD83 et CD86) et de la sécrétion de cytokines et chimiokines (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, 

CCL2, CCL3, CCL4), le degré de maturation des moDC variant en fonction de l’anticorps 

thérapeutique en question ainsi que de la quantité et de la taille des agrégats testés (Ahmadi et 

al., 2015; Gallais et al., 2017; Rombach-Riegraf et al., 2014). 
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1.3. Implication des récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines G dans la 

réponse des cellules dendritiques 

Les récepteurs FcγR sont des glycoprotéines membranaires de la superfamille des 

immunoglobulines qui peuvent se lier aux IgG via leur fragment Fc. Les récepteurs FcγR 

humains comprennent des récepteurs activateurs, le FcγRI (CD64), le FcγRIIa (CD32a), le 

FcγRIIc (CD32c), le FcγRIIIa (CD16a) et le FcγRIIIb (CD16b) et un récepteur inhibiteur, le 

FcγRIIb (CD32b). Le FcRn (neonatal Fc receptor) fait également partie de la famille des FcγR 

et il est responsable du recyclage des IgG (Guilliams et al., 2014). Les différentes isoformes 

des FcγR diffèrent entre elles selon leur structure, leur affinité aux ligands ainsi que leur 

expression à la surface de différents types cellulaires (Tableau 11). 

 

Tableau 11 : Caractéristiques des récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines G 
humains. 

 

Adapté de (Bournazos et al., 2016; Guilliams et al., 2014; Piemonti et al., 2000)  
α : chaîne α de liaison du ligand ; cDC : cellules dendritiques conventionnelles, γ2 : chaîne FcR-γ de signalisation 
intracellulaire ; GPI : Glycosyl Phosphatidyl-Inositol ; ITAM : immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; 
ITIM : immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ; moDC : cellules dendritiques dérivées de monocytes. 
 

Les récepteurs FcγRI présentent une haute affinité pour les IgG monomériques (notamment 

IgG1 et IgG3), alors que les récepteurs FcγRII et FcγRIII ont une faible affinité et ne peuvent 

fixer que des complexes immuns formés d’antigènes et d’IgG ou des agrégats 

d’immunoglobulines (Daëron, 1997; Guilliams et al., 2014). 
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Comme présenté dans le tableau 9, les DC n’expriment pas tous les récepteurs FcγR de manière 

équivalente. Plusieurs études ont montré que les récepteurs FcγRIIa et FcγRIIb sont les plus 

exprimés par les cDC et moDC différenciées in vitro, alors que l’expression des récepteurs 

FcγRI et FcγRIIIa est faible, voire nulle (Boruchov et al., 2005; Bournazos et al., 2016; 

Piemonti et al., 2000).  

L’engagement des récepteurs FcγR activateurs par un complexe immun permet d’induire 

l’activation de voies de signalisation en aval de ces récepteurs. La dimérisation ou 

l’oligomérisation des récepteurs FcγR (avec des FcγR ou d’autres types de récepteurs) est 

nécessaire afin d’éviter l’activation constitutive du récepteur par les immunoglobulines 

monomériques circulantes. L’engagement de FcγR activateurs va tout d’abord conduire à la 

phosphorylation des résidus tyrosine au niveau de l’ITAM (pour immunoreceptor tyrosine-

based activation motif) ce qui permet le recrutement de tyrosine-kinases de la famille Src, dont 

notamment la protéine Syk (pour spleen tyrosine kinase) dans les DC, grâce à leur deux 

domaines SH2 (pour src homology 2). La tyrosine kinase Syk joue un rôle dans la phagocytose 

et la maturation des DC à travers l’activation de cascades de signalisation comme par exemple 

PI3K/Akt, Ras/ERK, PLCγ/NFAT, Vav-1/Rac et IKK/NF-κB. Les facteurs de transcription 

activés, tels que NF-κB, c-jun et c-fos, vont ensuite transloquer dans le noyau pour induire la 

transcription de nombreux gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires et des 

marqueurs de co-stimulation jouant ainsi un rôle dans la maturation des DC. Par ailleurs, 

l’activation de la voie de signalisation Syk peut également activer la GTPase Rac qui est non 

seulement impliquée dans l’activation de protéines telles que JNK et NF-κB mais aussi dans la 

polymérisation de l’actine favorisant ainsi la phagocytose et l’internalisation des antigènes. Il a 

également été montré que l’activation de Syk via les récepteurs activateurs FcγR dans les moDC 

favorisait le processus d’apprêtement de l’antigène et de sa présentation sur les molécules du 

CMH de classe II (Figure 16) (Guilliams et al., 2014; Rosales and Uribe-Querol, 2017). 
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Figure 16 : Implication des récepteurs activateurs FcγR dans la réponse des cellules 
dendritiques à un complexe immun. 
Adapté de (Guilliams et al., 2014; Rosales and Uribe-Querol, 2017) 
IFN: interferon ; IFNAR : type I IFN receptor ; IRF : interferon-regulatory factor ; JAK : Janus kinase ; LAT : 
linker for activation of T cell ; MAPK : mitogen-activated protein kinase ; NK-κB : nuclear factor-κB ; PI3K : 
phosphoinositide 3-kinase ; PKC : protein kinase C ; PLCγ : phospholipase Cγ ; STAT1 : signal transducer and 
activator of transcription 1. 
 

Enfin, le rôle majeur du récepteur inhibiteur FcγRIIb est de réguler les signaux activateurs en 

se dimérisant avec un récepteur activateur. Ceci conduit à la phosphorylation des résidus 

tyrosine de l’ITIM (pour immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) du récepteur 

permettant le recrutement des phosphatases SHIP (pour SH2 domain-containing inositol 5'-

phosphatase), contre-balançant ainsi les effets médiés par les récepteurs activateurs. Il existe 

donc dans les DC un équilibre entre l’effet activateur du FcγRIIa et l’effet inhibiteur du FcγRIIb 

ce qui peut amener un biais dans les études visant à déterminer le rôle de ces récepteurs dans 

l’interaction de la cellule avec les anticorps ou des agrégats d’anticorps (Guilliams et al., 2014). 
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2. Réponse des lymphocytes T 

Les anticorps thérapeutiques et leurs agrégats sont considérés comme des antigènes exogènes 

et seraient donc présentés sous forme de peptides via les molécules du CMH de classe II aux 

LT CD4+. Dans cette perspective, nous nous focaliserons dans cette partie sur la réponse des 

LT CD4+. 

 

2.1. Activation et prolifération des lymphocytes T 

L’activation des LT et leur orientation en LT effecteurs requiert la présentation de l’antigène 

par des DC matures. Ainsi, après la capture et l’apprêtement des antigènes, les DC matures 

migrent vers les organes lymphoïdes secondaires d’une manière CCR7-dépendente afin de 

présenter l’antigène aux LT CD4+ dont l’activation nécessite trois signaux (Figure 17). 

Les DC vont tout d’abord interagir avec les LT via le complexe CMH/peptide et le TCR, ce qui 

constitue le premier signal d’activation. Chaque combinaison TCR – CMH/peptide est unique 

et permet d’assurer la spécificité de la réponse induite (Chen and Flies, 2013). 	

Un second signal de costimulation doit ensuite être induit. L’engagement du TCR sera donc 

suivi de modifications du cytosquelette des LT ainsi que de la réorganisation de la distribution 

des protéines de surface et des protéines de signalisation et de transport intracellulaires, 

facilitant la formation d’une synapse entre la DC et le LT. À ce niveau, les molécules de 

costimulation et d’adhésion ainsi que les molécules du CMH et les TCR se concentrent et 

renforcent la communication entre les deux cellules. L’absence de ces interactions et donc du 

second signal d’activation induit une anergie ou une apoptose du LT (Fooksman et al., 2010). 

En plus des molécules de costimulation et d’adhésion, les DC et les LT expriment à leur surface 

des molécules de co-inhibition qui permettent de contrôler l’activation des LT en induisant un 

signal inhibiteur intracellulaire. Par exemple, les molécules de costimulation CD80 et CD86, 

dont l’expression est augmentée dans les DC matures, interagissent avec la molécule CD28 
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exprimée de manière constitutive sur les LT favorisant ainsi leur activation. Cependant, ces 

molécules peuvent également se lier à la molécule CTLA-4 (pour cytotoxic T lymphocyte 

antigen-4) qui induit l’anergie des LT activés afin de contrôler la réponse immune (Fooksman 

et al., 2010; Land, 2018). Une liste exhaustive des molécules de costimulation, de co-inhibition 

et d’adhésion est présentée dans les revues (Chen and Flies, 2013; Dustin, 2014). 

Enfin, la sécrétion de cytokines, telles qu’IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, IFNβ, TNFα par les DC 

constitue le troisième signal indispensable à la survie, la prolifération et la polarisation des LT 

(Blanco et al., 2008). 

 
Figure 17 : Synapse immunologique entre la cellule dendritique et le lymphocyte T. 
Adapté de (Land, 2018) 
 

2.2. Polarisation des lymphocytes T 

La sécrétion des cytokines par les DC et le microenvironnement cellulaire influencent 

l’orientation de la réponse lymphocytaire. Ainsi, un LT CD4+ naïf peut se différencier en 

lymphocytes Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, T folliculaire (TFH) ou T régulateur (Treg). 

Les cytokines sécrétées par les DC induisent l’expression de facteurs de transcription 

spécifiques dans les LT. Ces facteurs de transcription sont en effet responsables de l’activation 

ou de la répression d’autres facteurs de transcription au sein de la cellule favorisant ainsi la 
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sécrétion de cytokines effectrices spécifiques de la polarisation des LT. Il est cependant 

important de noter que les LT ont une plasticité importante et que leur orientation peut être 

modifiée en fonction des cytokines présentes dans leur microenvironnement (Chalmin et al., 

2018).  

La sécrétion d’IL-12 par les DC est l’un des facteurs principaux favorisant la transcription du 

facteur T-bet nécessaire à la polarisation Th1 des LT. Toutefois, d’autres cytokines telles que 

les interférons de types I et la chimiokine CXCL10 permettent également la polarisation Th1. 

Ces LT sont notamment caractérisés par la sécrétion d’IFN-γ (Walsh and Mills, 2013). 

L’orientation vers un phénotype Th2, avec la transcription de GATA-3 et la sécrétion d’IL-4, 

d’IL-5 et d’IL-13, est principalement induite en présence d’IL-4. D’autres cytokines et 

chimiokines peuvent aussi être impliqués telles que l’IL-2, CCL17 et CCL22 (Chalmin et al., 

2018; Scheu et al., 2017). Les Th2 peuvent également sécréter de l’IL-9, cependant cette 

cytokine est notamment produite par la population de Th9 induite en réponse au TGF-β et à 

l’IL-4 (Kaplan et al., 2015). Par ailleurs, les Th17 peuvent être induits en présence d’IL-23, 

d’IL-6 et de TGF-β. Ces cytokines favorisent la transcription du facteur RORγt induisant ainsi 

la sécrétion d’IL-17, IL-21 et IL-22. L’IL-22 peut également être sécrétée par les Th22 dont la 

polarisation est notamment induite en présence d’IL-6 et de TNFα (Walsh and Mills, 2013). 

Enfin, l’orientation des LT vers un profil TFH est induite en présence d’IL-6 et d’IL-21. La 

production d’IL-21 par ces cellules aide à l’activation des LB au niveau des centres germinatifs 

(Walsh and Mills, 2013). 

Les cytokines polarisantes, les facteurs de transcription spécifiques de chaque profil de LT, les 

cytokines sécrétées par ces LT suite à leur différenciation ainsi que le rôle des LT dans la 

réponse immunitaire en fonction de leur orientation sont résumés dans la figure 18. 
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Figure 18 : Polarisation des lymphocytes T. 
Adapté de (Chalmin et al., 2018; Kaplan et al., 2015; Plank et al., 2017; Zhu and Paul, 2008) 
AHR : aryl hydrocarbon receptor ; Bcl6 : B-cell lymphoma 6 ; Foxp3 : forkhead box P3 ; GATA3 : GATA binding 
protein 3 ; RORγt : retinoic acid-related orphan receptor gamma t ; T-bet : T-box–containing protein expressed 
in T cells ; TGF-β : transforming growth factor beta. 
 

Dans le cadre de l’étude de la réponse lymphocytaire aux anticorps thérapeutiques et leurs 

agrégats, la prolifération des LT et la sécrétion de cytokines ont été évaluées au cours de 

différentes études en se basant sur les modèles de co-cultures de DC et LT (autologues ou 

allogéniques) ou sur les modèles de culture de PBMC.  

Les cultures de PBMC humaines ont montré une augmentation de la prolifération des LT et de 

la production d’IL-2 (Joubert et al., 2016; Schultz et al., 2017) ou d’IFN-γ (Rombach-Riegraf 

et al., 2014), évaluée par la technique ELISpot, en réponse aux agrégats d’anticorps, alors que 

les anticorps natifs induisaient peu ou pas de réponse. 
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Par ailleurs, une étude réalisée au sein de notre laboratoire a montré que les agrégats de 

protéines (GH recombinante humaine et rituximab) induisaient la maturation de moDC et que 

ces moDC matures pouvaient augmenter la prolifération de LT allogéniques. Cette même étude 

a montré une augmentation de la sécrétion des cytokines IFN-γ, IL-5, IL-13 et IL-17 par les LT 

en présence d’agrégats de rituximab, alors que les agrégats de GH n’induisaient que 

l’augmentation de la sécrétion de l’IFN-γ par les LT suggérant qu’il existe différents 

mécanismes impliqués dans l’activation des DC et des LT en fonction de l’origine des agrégats 

(Gallais et al., 2017). 

D’autre part, l’évaluation de la réponse lymphocytaire chez des patients a permis de mieux 

comprendre le rôle des LT dans l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques. Dans le cas de 

traitement par l’infliximab, Vultaggio et collaborateurs ont montré dans un modèle de co-

culture autologue de moDC et de LT que les patients ayant développé des ADA présentaient 

un profil cytokinique mixte d’IFN-γ, IL-13 et IL-10. Par contre, chez les patients ADA-, la 

cytokine immunosuppressive IL-10 était la plus sécrétée. Plus récemment, cette même équipe 

a montré que le développement d’ADA chez ces patients est accompagné d’une réduction 

précoce de la sécrétion d’IL-10 et d’une augmentation de la sécrétion d’IFN-γ (Pratesi et al., 

2019). De plus, il a été observé que la prolifération des LT chez les patients manifestant des 

réactions d’hypersensibilité était supérieure à celle observée chez les patients non répondeurs 

et les patients tolérants. Enfin, cette étude a également montré que parmi les patients ayant eu 

des réactions d’hypersensibilité, ceux qui étaient IgE+ induisaient une production plus 

importante d’IL-13 que les patients IgE- (Vultaggio et al., 2016). 
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2.3. Réponse régulatrice des lymphocytes T 

En plus de leur capacité à induire une réponse immunitaire adaptative efficace à travers 

l’activation de LT effecteurs, les DC participent au maintien de l’homéostasie immunitaire et 

de la tolérance périphérique par l’activation des LT régulateurs. Les Treg constituent 5 à 10 % 

du pool de LT CD4+ totaux et peuvent être issus du thymus (ils sont dits thymiques, tTreg) ou 

être induits à partir de LT conventionnels en périphérie (pTreg) (Georgiev et al., 2019). Les 

Treg, naturels et induits, ont d’abord été identifiés par l’expression du CD25, chaîne α du 

récepteur à l’IL-2, et du facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3). Parmi les pTreg, il 

existe également des sous-populations de lymphocytes Th3, sécrétant du TGF-β, et Tr1, 

sécrétant de l’IL-10. Par ailleurs, le facteur de transcription Foxp3 pouvant être exprimés sur 

des LT effecteurs, plusieurs marqueurs sont actuellement étudiés pour distinguer les différentes 

population de Tregs tels que Foxp3, CD25, CD127, CD45RO et CD45RA (Yuan and Malek, 

2012).  

Les DC tolérogènes sécrètent du TGF-β et de l’IL-10 et expriment des marqueurs de co-

inhibition qui vont favoriser la polarisation des LT en Treg. Ces cellules régulatrices expriment 

fortement des molécules inhibitrices telles que CTLA-4, indispensables pour réduire la capacité 

stimulatrice des DC immunogènes et rétablir la tolérance périphérique (Wing et al., 2008). 

Le maintien de la tolérance chez des patients traités par l’infliximab a été montré dans une 

étude, par la mise en évidence d’une production accrue d’IL-10 par des LT de patients mis en 

culture avec des moDC autologues traitées avec l’infliximab. De plus, cette étude a permis de 

vérifier l’activité immunosuppressive de l’IL-10, en montrant que les clones de LT producteurs 

avaient un phénotype régulateur (TCRαβ+CD3+CD4+Foxp3+CD39+CD73+), et inhibaient la 

prolifération de LT effecteurs spécifiques de l’infliximab (Vultaggio et al., 2017). 
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3. Présence d’un répertoire de lymphocytes T reconnaissant l’antigène 

La maturation des DC est une étape clé du processus de déclenchement d’une réponse 

immunitaire adaptative. Cependant, la présence d’un répertoire de LT capable de reconnaître 

l’antigène est indispensable pour l’activation des LT induite par la reconnaissance par le TCR 

du complexe CMH/peptide qui lui est spécifique. 

 

3.1. Développement du répertoire des lymphocytes T 

Le répertoire lymphocytaire correspond à l’ensemble des lymphocytes d’un individu pouvant 

reconnaître des antigènes divers. La diversité du répertoire de LT fait qu’un LT est capable de 

reconnaître un (ou plusieurs) peptide antigénique donné via un TCR en surface qui est 

spécifique pour cet antigène. Le TCR est formé par l’appariement de deux chaînes 

polypeptidiques α et β (et plus rarement γ et δ) qui sont codées par les gènes V (variable), D 

(diversité, uniquement pour les chaînes β et δ), J (jonction) et C (constant). La diversité du TCR 

résulte de la recombinaison aléatoire de ces différents gènes, et donc un TCRαβ est composé 

d’une combinaison unique de Vα, Jα et Cα pour la chaîne α et de Vβ, Jβ, Dβ et Cβ pour la 

chaîne β. Les régions variables des chaînes α et β exposent trois domaines hypervariables qui 

vont permettre l’interaction avec le complexe CMH/peptide : CDR1 et CDR2 interagissent avec 

la molécule du CMH et CDR3 avec le peptide (Zarnitsyna et al., 2013).  

Toutefois, l’obtention de TCR fonctionnels qui ne reconnaissent que les épitopes du non-soi 

nécessite une étape supplémentaire de sélection thymique au cours de laquelle plus de 95 % des 

thymocytes sont éliminés. Ainsi, au cours de leur développement, les thymocytes passent par 

plusieurs étapes allant de précurseurs doubles négatifs (DN) pour le CD4 et le CD8 vers des 

précurseurs doubles positifs (DP) pour enfin aboutir à des précurseurs simples positifs (SP) 

CD4+ ou CD8+. Dans le cortex thymique, les thymocytes DP vont interagir avec les cellules 

corticales épithéliales (cTEC pour cortical thymic epithelial cells). À ce niveau, les thymocytes 
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dont le TCR est capable de reconnaître avec une affinité suffisante les molécules du CMH 

reçoivent un signal de survie ; cette étape correspond à la sélection positive. Après migration 

vers la médulla, les thymocytes rentrent en contact avec les cellules épithéliales médullaires 

(mTEC pour medullar thymic epithelial cells) et les DC thymiques qui présentent les antigènes 

du soi sur les molécules du CMH. La sélection négative à ce niveau permet d’éliminer les 

thymocytes ayant une forte affinité pour les antigènes du soi. La majorité de ces LT auto-réactifs 

sont éliminés par apoptose, alors qu’une faible proportion survit et se différencie en LT 

régulateurs (Figure 19). Ainsi, moins de 5 % des lymphocytes reçoivent un signal de survie, 

arrivent à maturité et migrent en périphérie pour former le répertoire périphérique de LT naïfs 

(Klein et al., 2014; Takaba and Takayanagi, 2017). 

 
Figure 19 : Étapes de la sélection thymique induisant le développement du répertoire des 
lymphocytes T. 
Adapté de (Takaba and Takayanagi, 2017) 
Aire : Auto-Immune REgulator ; cTEC : cellules corticales épithéliales ; DP : double positif ; LT : lymphocytes 
T ; mTEC : cellules médullaires épithéliales ; SP : simple positif ; TRA : tissue-restricted antigen (peptide 
spécifique de tissus) 
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Ces LT sont qualifiés de naïfs tant qu’ils n’ont pas rencontré leur antigène spécifique et ils 

expriment notamment les marqueurs de surface CD45RA, CD62L, CD27, CD28 et CCR7 

(Kohler and Thiel, 2009). 

Il est important de préciser que certains LT autoréactifs échappent à la tolérance centrale et 

migrent en périphérie. Toutefois, des mécanismes de tolérance périphérique (tels que l’anergie 

et les Tregs), sont mis en place pour éviter le développement de réactions auto-immunes (Xing 

and Hogquist, 2012). 

Les différents processus de réarrangement génique et de sélection thymique nécessaires pour la 

génération de TCR fonctionnels et spécifiques font que la diversité des TCRαβ est estimée à 

plus de 2,5x107 chez l’homme (Zarnitsyna et al., 2013). 

 

3.2. Répertoires T contre les anticorps thérapeutiques monoclonaux 

Comme précisé dans le chapitre 1 (paragraphe 4.1.1, présence d’épitopes T), l’utilisation d’un 

modèle de co-culture de LT et moDC autologues de donneurs sains a permis de mettre en 

évidence l’existence d’un répertoire de LT reconnaissant des peptides dérivant des anticorps 

monoclonaux (notamment rituximab, infliximab et adalimumab) (Delluc et al., 2011). Il a 

également été montré que des épitopes T issus des régions variables du rituximab et de 

l’infliximab présentent une bonne affinité pour se lier aux molécules HLA-DR et peuvent 

induire une réponse lymphocytaire quand ils sont testés sur des cellules issus de donneurs sains. 

De plus, et de manière intéressante, l’étude de la réponse des LT de patients ayant développé 

des ADA a montré que certains épitopes (8 de 9 épitopes pour l’infliximab et 4 de 9 épitopes 

pour le rituximab) détectés comme immunogènes chez les donneurs sains participaient à 

l’augmentation de la sécrétion des cytokines IL-5, IFN-γ, IL-17 et IL-10, bien que celle-ci soit 

variable selon les patients, montrant ainsi une hétérogénéité de la réponse (Hamze et al., 2017). 

Une autre étude a également mis en évidence une réponse T spécifique de l’infliximab chez des 
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patients ADA+. En utilisant le modèle de co-cultures autologues, il a été possible de montrer 

une prolifération augmentée des LT des patients ADA+ ainsi qu’une augmentation de la 

production d’IFN-γ, IL-13 et IL-10 (Vultaggio et al., 2016). Ces résultats montrent que la 

réponse T CD4+ développée chez les patients présentant des ADA repose pour partie sur un 

répertoire naïf préexistant. 

 

4. Mise en place de la réponse lymphocytaire B 

La production d’anticorps est un des aboutissements de la réponse immunitaire adaptative 

induite par l’immunisation à un antigène. La détection d’ADA de haute affinité (notamment 

des IgG) chez les patients traités par les anticorps thérapeutiques nécessite l’activation et la 

maturation des LB avec l’aide de LT CD4+ spécifiques de l’anticorps en question. 

Comme préalablement décrit, une réponse immunitaire classique se traduit par la prise en 

charge de l’antigène par les DC qui le présente aux LT CD4+ spécifiques au niveau du ganglion 

lymphatique pour induire leur prolifération et leur polarisation. L’antigène parvient également 

à atteindre les organes lymphoïdes secondaires où il entre en contact avec les LB qui possèdent 

à leur surface une immununoglobuline spécifique de l’antigène, le BCR (B cell receptor). 

L’interaction du BCR avec l’antigène dont il est spécifique va induire l’activation du LB et 

l’internalisation de l’antigène par endocytose, son apprêtement et son chargement sur les 

molécules du CMH de classe II (Roche and Furuta, 2015). Une fois activés, les LB vont entrer 

en contact avec les lymphocytes TFH spécifiques de l’antigène et préalablement activés par les 

DC. L’interaction des LTFH et des LB se traduit par la formation d’une synapse immunologique 

où le TCR se lie au complexe CMH/peptide, les molécules de co-stimulation se lient à leur 

ligand (par exemple le ligand du CD40 (CD40L) sur les LT se lie au CD40 exprimé par les LB) 

et des cytokines telles que l’IL-4, IL-21 et BAFF (B cell activating factor) sont sécrétées par 

les LT. Ces différents signaux sont impliqués dans la synthèse de facteurs de survie, de 
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prolifération et de différenciation des LB en LB mémoires et en plasmocytes (Crotty, 2011; 

Suan et al., 2017). 

La différenciation des LB est accompagnée d’une modulation de l’affinité des 

immunoglobulines pour l’antigène grâce à des hypermutations somatiques dans les gènes 

codant les domaines variables des immunoglobulines. Suite à la sélection positive des LB 

portant une immunoglobuline de forte affinité pour l’antigène, une étape de commutation 

isotypique permet l’obtention d’immunoglobulines d’une nouvelle classe (IgG, IgA ou IgE) et 

qui ont une haute affinité pour l’antigène (Biram et al., 2019).  

Selon les cytokines du microenvironnement, les plasmocytes produiront des anticorps 

d’isotypes différents. Par exemple, l’IL-4 va notamment favoriser la sécrétion d’IgG1 et d’IgE 

alors que l’IFN-γ inhibe la sécrétion de l’IgG1 mais augmente celle de l’IgG2a (Vazquez et al., 

2015). La production d’anticorps d’un isotype donné varie également en fonction de l’antigène. 

Ainsi, en réponse à un antigène protéique, des IgG1 et IgG3 sont majoritairement produites, 

alors que la réponse à un antigène polysaccharidique est associée à la sécrétion d’IgG2 et IgG4. 

Les IgE quant à elles sont associées aux hypersensibilités et allergies et les IgA aux réponses 

humorales des muqueuses pour la protection de l’hôte des pathogènes (Schroeder and Cavacini, 

2010). 

Dans les cas d’immunisation aux anticorps thérapeutiques, les ADA détectés sont notamment 

des IgG et plus particulièrement des IgG1 et IgG4 (Krishna and Nadler, 2016; Vultaggio et al., 

2018). Toutefois, il est possible de détecter des IgE chez les patients présentant des réactions 

d’hypersensibilité suite à la perfusion d’un anticorps. Des IgE ont ainsi été détectées dans le cas 

de l’immunisation à l’infliximab et le rituximab (Vultaggio et al., 2010, 2012). Il est important 

de noter que les ADA sont dans la majorité des cas dirigés contre des épitopes des fragments 

variables des anticorps notamment au niveau du paratope. Ceci a notamment été observé dans 

le cas de l’infliximab et l’adalimumab (Homann et al., 2015, 2017; van Schie et al., 2015). 
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Enfin, dans le cas des agrégats d’anticorps, plusieurs études in vivo décrites dans le chapitre 2 

ont montré que l’injection d’agrégats d’anticorps induisaient une production d’ADA 

(notamment d’isotype IgG). Une étude récente s’intéressant aux épitopes B a montré que les 

IgG détectées chez des souris immunisées par des agrégats d’un fragment variable d’un 

anticorps à chaîne unique (scFv, pour single chain antibody variable fragment) sont spécifiques 

d’épitopes spécifiques des agrégats. En effet, ces peptides sont localisés à l’interface entre les 

domaines variables des chaînes lourdes et légères qui devient exposer suite au dépliement subi 

au cours de l’agrégation (Eyes et al., 2019). 
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Malgré les avancées dans le domaine des biothérapies, l’immunisation des patients contre leur 

traitement reste une limite majeure. En effet, l’apparition d’anticorps dirigés contre le 

biomédicament (ADA) chez les patients est souvent associée à la neutralisation de ce dernier, 

et à une perte de la réponse clinique, ou encore à des réactions d’hypersensibilité. 

L’immunogénicité des protéines à visée thérapeutique est favorisée par différents facteurs liés 

au statut immunitaire ou génétique du patient, au schéma thérapeutique, aux traitements 

immunosuppresseurs associés, ainsi qu’aux caractéristiques intrinsèques du produit. Parmi ces 

dernières, la présence d’agrégats de protéines dans le produit administré favoriserait le 

développement d’ADA.  

Alors que la formation d’agrégats est évitée au cours de la fabrication du biomédicament, elle 

n’est plus contrôlée une fois les lots cliniques libérés. Les agrégats protéiques peuvent se former 

à l’issue de différents stress que peut subir le produit au cours du stockage, du transport et même 

lors de la reconstitution et l’administration au patient. Seule l’inspection visuelle à ce stade 

permet de constater leur présence, par conséquent les agrégats dits subvisibles ne sont pas 

détectés. Certaines études montrent que les agrégats de protéines peuvent jouer le rôle de signal 

de danger et être reconnus par des cellules présentatrices d’antigène professionnelles telles que 

les DC, conduisant à la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative dépendante des LT 

CD4+, et dont l’étape ultime est la production d’ADA de haute affinité par des LB spécifiques. 

Toutefois, l’interaction des agrégats avec les cellules immunitaires innées, les mécanismes 

intracellulaires induits, ainsi que l’effet sur la réponse lymphocytaire restent peu documentés. 

L’objectif de ce travail est donc d’approfondir notre compréhension du rôle des agrégats 

de protéines dans le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative spécifique, en 

évaluant l’interaction des agrégats avec les DC et les conséquences sur la réponse des LT 

CD4+. 
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Pour ce faire, l’infliximab, anticorps monoclonal chimérique anti-TNFα, a été choisi comme 

modèle pour la préparation des agrégats de notre étude en raison de son immunogénicité et de 

sa susceptibilité à l’agrégation. Différents types de stress thermiques et de lumière ont été testés 

pour induire la formation d’agrégats. La caractérisation des préparations par des méthodes 

physico-chimiques orthogonales a permis de déterminer pour chaque solution la quantité de 

monomères restante et d’estimer la quantité, la structure et la taille des agrégats formés. 

Dans la première partie du travail, nous avons étudié les mécanismes de signalisation 

cellulaires précoces impliqués dans le déclenchement d’une réponse immunitaire 

adaptative. Pour cela, nous avons d’abord montré que des agrégats d’infliximab, formés sous 

stress thermique, induisaient la maturation de DC humaines dérivées de monocytes (moDC). 

Cet effet a été observé en mesurant l’expression de marqueurs d’activation et de costimulation 

à la surface des moDC ainsi que la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. 

Nous avons également montré, à travers des co-cultures allogéniques de moDC et de LT CD4+, 

que ces modifications phénotypiques induites par les agrégats favorisaient la prolifération de 

LT CD4+ et la production de cytokines. Par la suite, nous nous sommes focalisés sur le FcγRIIa 

et sur la tyrosine kinase Syk pour évaluer le rôle de ces deux protéines dans la réponse cellulaire 

induite par les agrégats. Le FcγRIIa est le récepteur le plus exprimé sur les moDC parmi les 

récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines G (FcγR) activateurs et son engagement 

induit l’activation de Syk. Ainsi en utilisant un anticorps bloquant spécifique du FcγRIIa et un 

inhibiteur pharmacologique spécifique de Syk, nous avons montré l’implication de la voie 

FcγRIIa-Syk dans la maturation des moDC et l’activation des LT CD4+ (Article 1, soumis au 

Journal of Immunology). 

La deuxième partie de ce travail a consisté à évaluer le rôle des agrégats d’infliximab dans 

la génération de nouveaux épitopes en utilisant un modèle de co-culture autologue de moDC 

et de LT CD4+ naïfs issus de donneurs sains. Deux préparations d’agrégats ont été choisies pour 
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cette étude. D’une part, nous avons testé des agrégats d’infliximab produits sous stress 

thermique et qui n’induisaient pas d’activation des moDC détectable par l’expression des 

marqueurs membranaires d’activation et de costimulation. Le marquage de ces agrégats a 

montré qu’ils pouvaient être internalisés par les moDC. La co-culture de LT CD4+ naïfs avec 

des moDC chargées avec ces agrégats d’infliximab a permis de mettre en évidence l’existence 

d’un répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant spécifiquement les agrégats d’infliximab chez 

5 donneurs sains. De manière intéressante, la fréquence de LT CD4+ naïfs spécifiques des 

agrégats d’infliximab était plus élevée que celle retrouvée pour l’anticorps natif chez les 

différents donneurs testés. Par ailleurs, des préparations d’agrégats d’infliximab générés sous 

stress de lumière UV et constitués de dimères et d’oligomères solubles ont également été 

testées. Des résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence l’existence de LT CD4+ 

naïfs reconnaissant ces agrégats. Au total, cette étude permet de suggérer que la présence 

d’agrégats d’anticorps induirait des modifications dans la présentation d’antigène par les DC 

en termes de quantité et de variété (Résultats complémentaires). 
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Partie I : Mécanismes de l’activation des cellules dendritiques 
humaines et des lymphocytes T par les agrégats d’infliximab 
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Article 

Activation des cellules dendritiques humaines et des lymphocytes T 
en réponse aux agrégats d’infliximab dépendante de la voie 
FcγRIIa-Syk 
 
 
The FcγRIIa-Syk axis controls human dendritic cells activation and T cell response in 
response to infliximab aggregates. 
 
Myriam Nabhan, François-Xavier Legrand, Minh Thang Le, Baptiste Robin, Rami Bechara, Nicolas 
Huang, Claire Smadja, Marc Pallardy and Isabelle Turbica on behalf of the ABIRISK Consortium 
 
Article soumis au Journal of Immunology. 

 

L’objectif de ce premier travail était de mieux comprendre les événements cellulaires précoces 

de l’activation des DC induite par les agrégats protéiques, permettant d’induire la réponse 

lymphocytaire. 

Pour cela, nous avons d’abord établi un modèle d’agrégats à partir d’un anticorps thérapeutique 

chimérique anti-TNFα, l’infliximab (IFX), susceptible à l’agrégation et provoquant 

l’immunisation de 17 à 58 % des patients traités. Nous avons produit des agrégats en soumettant 

l’IFX à une température élevée (heat stress) puis nous les avons caractérisés par trois méthodes 

orthogonales : chromatographie d’exclusion stérique (SEC), diffraction dynamique de la 

lumière (DLS) et microscopie par imagerie de flux (MFI). Les résultats de caractérisation ont 

confirmé la formation d’agrégats avec une fraction majoritaire de particules de taille variant 

entre 5 et 15 µm. 

Par la suite, nous avons montré que ces agrégats d’IFX induisaient la maturation de DC 

différenciées in vitro à partir de monocytes issus de donneurs sains (moDC) par une 

augmentation de l’expression des molécules de surface CD80, CD86, CD83, PD-L1 et CXCR4 

et de la sécrétion de cytokines et chimiokines inflammatoires. Ensuite en utilisant un modèle 
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de co-cultures allogéniques, nous avons montré que les moDC stimulées par les agrégats d’IFX 

induisaient une augmentation de la prolifération des LT CD4+ et de la production des cytokines 

IL-5, IL-9 et IL-13. 

Afin d’étudier les voies intracellulaires précoces impliquées dans la reconnaissance des 

agrégats et dans l’activation des moDC, nous nous sommes focalisés sur le FcγRIIa, qui est 

celui le plus exprimé sur les moDC parmi les FcγR activateurs. Nous avons montré que la 

neutralisation de ce récepteur inhibait l’activation des moDC induites par les agrégats d’IFX. 

L’engagement du FcγRIIa par les agrégats suppose le recrutement et la phosphorylation de la 

tyrosine kinase Syk qui induit à son tour l’activation de différentes cascades de signalisation 

impliquées dans la présentation de l’antigène, l’expression de molécules de surface ainsi que la 

sécrétion de cytokines et chimiokines. En effet, nos résultats ont montré que les agrégats d’IFX 

augmentaient la phosphorylation de Syk mais que l’inhibition de cette kinase induisait une perte 

de l’activation des moDC. Enfin, nous avons pu confirmer l’implication de cette voie dans la 

réponse lymphocytaire en montrant que l’inhibition de Syk dans les moDC entraînait une 

réduction de la prolifération des LT et de la production de cytokines en réponse aux agrégats. 

En résumé, cette étude nous a permis de montrer pour la première fois que la réponse 

lymphocytaire aux agrégats d’anticorps était dépendante de l’activation des DC induite via la 

voie FcγRIIa-Syk. 
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ABSTRACT 

The development of anti-drug antibodies (ADA) in response to biological products (BP) is a 

major drawback in the treatment of patients. Factors related to the patient, the treatment as 

well as to the product can influence BP immunogenicity. Among these factors, BP aggregates 

have been suggested to promote immunogenicity by acting as danger signals recognized by 

dendritic cells (DC) facilitating the establishment of an anti-BP CD4 T-cell dependent 

adaptive immune response leading to ADA production. To date, little is known on the 

mechanism supporting the effect of aggregates on DC and consequently on the T-cell 

response. The aim of this work was to identify key signaling pathways involved in BP 

aggregates DC activation and T-cell response. We generated aggregates by submitting 

infliximab (IFX), an immunogenic anti-TNF-α chimeric antibody, to heat stress. Our results 

showed that IFX aggregates were able to induce human monocyte-derived DC (moDC) 

maturation in a concentration-dependent manner. Aggregates-treated moDC enhanced 

allogeneic T-cell proliferation and IL-5, IL-9 and IL-13 production compared to native 

antibody-treated moDC. We then investigated the implication of FcγRIIa and spleen tyrosine 

kinase (Syk) in DC activation and showed that they were both strongly implicated in moDC 

maturation induced by IFX aggregates. Indeed, we found that neutralization of FcγRIIa 

inhibited DC activation and consequently Syk inhibition lead to a decrease of T-cell 

proliferation and cytokine production in response to IFX aggregates. Taken together our 

results bring new insight on how protein aggregates could induce dendritic cell and T cell 

activation via the FcγRIIa-Syk signaling pathway.  
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INTRODUCTION 

Over the past 20 years, tumor necrosis factor (TNF)-α inhibitors have been used in the 

treatment of chronic immune-mediated diseases such as rheumatoid arthritis and Crohn’s 

disease (1, 2). Although anti-TNF antibodies have proven their efficacy in the treatment of 

these diseases, some patients fail to respond favorably to these bioproducts (primary non-

response) or fail to maintain their response after initial efficacy (secondary non-response) (3). 

The latter case is mainly due the development of anti-drug antibodies (ADA) with potential 

neutralizing capacities leading to loss of clinical response and relapse of disease (3). The first 

developed anti-TNF antibody was infliximab (IFX), a chimeric monoclonal IgG1. IFX is an 

immunogenic antibody with 17 to 58 % of treated patients developing ADA within the first 

12 to 15 months of therapy, depending on the treated disease and the sensitivity of the assay 

used to measure ADA (4–6).  

Among other factors, the quality of the product can influence the immunogenicity of 

biologics. In fact, the presence of protein aggregates in therapeutic products has been 

correlated with ADA production in mouse models either on wild type or transgenic animals 

(7, 8) and it has been shown that aggregates could play the role of danger signals facilitating 

T-cell dependent immune responses in in vitro models (9, 10). These results suggested that 

aggregates could be recognized by professional antigen presenting cells, such as dendritic 

cells (DC), inducing their maturation and the activation of CD4+ T cells and thus helping B 

cell maturation and production of high affinity ADA (7). Indeed, stability of IFX can be 

involved in its immunogenicity since it was recently shown that the Fab domains of this 

antibody tend to self-associate, potentiating the possibility of IFX aggregates formation (11). 

There is currently few data regarding how aggregates can interact with DC and what are the 

main signaling pathways leading to T-cell activation by aggregates-treated DC. It has been 

suggested that aggregated monoclonal antibodies could engage different types of cell surface 
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receptors to induce immune cells activation (12). Joubert et al. showed the implication of toll-

like receptors (TLR2 and TLR4) and Fc receptors (FcγRI and FcγRIII) in the activation of 

human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by antibody aggregates (12). We recently 

showed that the activation of human monocyte-derived dendritic cells (moDC) induced by 

growth hormone aggregates was dependent on intracellular pathways (Rac1 and 

phosphoinositide 3-kinase) implicated in actin remodeling and phagocytosis (13). However, 

given their nature, antibody aggregates could bind, like immune complexes, to activating Fcγ 

receptors. 

The human FcγR family is composed of five activating receptors, namely FcγRI (CD64), 

FcγRIIa (CD32a), FcγRIIc (CD32c), FcγRIIIa (CD16a) and FcγRIIIb (CD16b) and of one 

inhibiting receptor FcγRIIb (CD32b). FcγRI is the only receptor having high affinity for 

monomeric IgG, as the other receptors display low affinity and bind preferentially to immune 

complexes and aggregated IgG (14). Human DC and in vitro generated moDC mainly express 

the activating FcγRIIa and the inhibitory FcγRIIb (15–17). The engagement of an activating 

FcγR induces tyrosine phosphorylation of the immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

(ITAM) followed by the recruitment and activation of spleen tyrosine kinase (Syk) (18, 19). 

Syk phosphorylation can then lead to the activation of multiple downstream signaling 

pathways, such as PI3K/Akt, Ras/ERK, PLCγ/NFAT, Vav-1/Rac and IKK/NF-κB. These 

signaling pathways contribute to the activation of immune cells and the release of cytokines 

(18, 20). Recent studies have shown that depending on the therapeutic protein and the applied 

stress, the structure, size and quantity of generated aggregates as well as the immune cell 

response can be different (12, 21). This strongly suggests that the mechanisms behind DC 

activation and the signaling pathways triggered can vary depending on the type of generated 

aggregates and the cellular receptors that are engaged. In the present work, we addressed the 

early events in moDC signaling that control the T cell response induced by heat stress-IFX 
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aggregates, assuming the engagement of FcγR. Our results highlighted the involvement of 

Syk via FcγRIIa in the regulation of moDC activation, along with the consequences on the 

proliferation of CD4+ T cells and their cytokine production. This study brings us a step closer 

to understanding how protein aggregates can be key players in the T-dependent immune 

response.  
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MATERIALS AND METHODS 

Samples preparation 

Lyophilized infliximab (Remicade®, IFX) was commercially available, and reconstituted to a 

final concentration of 10 mg.mL-1 with sterile water. To induce the formation of aggregates, 

samples were submitted to a heat stress at 55℃ for 24 h. Aliquots of samples were then stored 

at -80°C until use. Aggregate stability was checked by size measurements using dynamic light 

scattering after freezing and thawing and no modifications were recorded. 

Endotoxin was quantified for each native or aggregated product by using a colorimetric assay 

(ToxinSensor, Genscript, Paris, France), according to the manufacturer’s instructions. This 

assay kit can detect endotoxin concentration in the range of 0.01 to 1 endotoxin units per 

milliliter (EU.mL-1). Levels of endotoxin were considered acceptable under the limit of 0.25 

EU.mL-1. 

Characterization of native and heat-stressed infliximab 

Size exclusion chromatography (SEC). SEC-Laser induced fluorescence (LIF) experiments 

were carried out using a 1260 Agilent UPLC, and a 1260 LIF detector (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA). A column Agilent Bio SEC-3 (3µm, 300 A°, 4.6 x 300 mm) was 

employed (Temperature 25 °C). The mobile phase (100 mM sodium phosphate, 150 mM 

NaCl, 5% isopropanol, pH 7.0) was isocratically pumped at 300 µL.min-1. LIF detection was 

monitored by Fluorescence detector (lex = 280 nm, and lem 350 nm). Aggregates samples 

were centrifuged to remove visible and insoluble particles and then diluted ten-fold before 

injecting 20 µL for separation. Sodium phosphate and sodium chloride were purchased from 

Fisher Scientific (Karlsruhe, Germany) and from Euromedex (Souffelweyersheim, France), 

respectively. HPLC grade isopropanol was obtained from Merck (Darmstadt, Germany).  

Dynamic light scattering. The size distribution of native and aggregated IFX was determined 

at 25°C by Dynamic Light Scattering (DLS) using a Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern 
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Instruments, Orsay, France) operating at a fixed scattering angle of 90° and equipped with a 

laser source of wavelength 633 nm. Measurements were performed in disposable 

microcuvettes with four optical faces (Eppendorf® UVette®) containing an appropriate 

volume of sample prepared as above (0.1 mL) or diluted in ultrapure water to a concentration 

of 1.0 mg.mL-1. The size profile was obtained from the volume-weighted distribution and the 

hydrodynamic diameter values were calculated using the Stokes-Einstein equation, assuming 

a spherical shape of the particles, and corresponded to the median diameter derived from the 

cumulative distribution curve. The polydispersity index was deduced from cumulant analysis. 

Values are given as mean values of three independent measurements. 

Flow imaging microscopy. The aggregate size was studied by flow imaging microscopy, on a 

Flowcell FC200S+HR (Occhio, Belgium). Briefly, this apparatus captured images of the 

sample flowing in a cell, and the software Callisto (Occhio, Belgium) analyzed the shape and 

the size of each particle individually. A 400 µm-thick spacer was used, to be sure that even 

the largest aggregates could pass through the cell and the samples were magnified 2 times. 

Before each analysis, a background calibration was performed on ultrapure water. 

Furthermore, the sample initially at 10 mg.mL-1 was diluted in ultrapure water to a 

concentration equal to 0.5 mg.mL-1. The diluted sample was then deposited on top of the cell 

and pumped through it. From the captured images, size and shape information were extracted. 

As the aggregates looked anisotropic, “Length” was chosen as the most relevant size 

parameter for further descriptions. In brief, a Feret diameter is the distance between two 

parallel lines, both tangent to the particle shape. There are many Feret diameters for each 

particle, but the “Length” as defined in the software was the maximum Feret diameter. 

Polydispersity was given by the relative span index, which was calculated according to Span 

= (d90 - d10)/d50 where d90, d50 and d10 are the particle diameters determined respectively at the 

90th, 50th and 10th percentile of undersized particles. 
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Generation of human monocyte-derived dendritic cells (moDC) 

As previously described (9), monocytes were isolated from the mononuclear fraction by 

magnetic positive selection with MiniMacs separation columns and anti-CD14 antibodies 

coated on magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany). Monocytes were 

cultured at 1 × 106 cells.mL-1 in the presence of GM-CSF (550 U.mL-1) and IL-4 (550 U.mL-

1) (Miltenyi Biotec) in RPMI-1640 25 mM HEPES GlutaMAX™ supplemented with 10% 

fetal calf serum, antibiotics and 1% pyruvate at 37°C in humidified air containing 5% CO2. 

Within 4 days, monocytes differentiated into moDC with an immature phenotype. 

Treatment of moDC 

On day 4, immature moDC were stimulated with 25, 50, 100 or 200 µg.mL-1 of native or 

aggregated IFX and incubated at 37℃ from 5 min to 24 h depending on experiments. In some 

experiments, moDC were pretreated for 1 h with Syk inhibitor IV (1 µM) or anti-FcγRIIa or 

IgG1 isotype control antibodies (1 µg.mL-1). Syk inhibitor IV (Bay 61-3603) was purchased 

from Millipore (Massachussets, USA) and anti-FcγRIIa (clone IV.3) and IgG1 isotype control 

antibodies were purchased from Stemcell (Vancouver, Canada). 

Flow cytometric analysis of moDC maturation in response to infliximab aggregates 

After 24 h of treatment with native or aggregated IFX, moDC viability and phenotype were 

analyzed by flow cytometry. Cell viability was assessed in preliminary experiments by 

Propidium iodide (PI) (Invitrogen, California, USA) staining, used at a final concentration of 

625 ng.mL-1, on a small fraction of moDC cultures. Cell viability after treatment was never 

less than 75%. For the phenotypic analysis, the surface labeling procedure was as follows: 2 × 

105 cells per mL were washed in cold phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with 

0.5% bovine serum albumin (BSA) and stained with monoclonal antibodies (mAbs) in the 

dark, on ice for 20 min. The following mAbs were used: allophycocyanin (APC)-labeled 

mouse anti-human CD86 (555660, BD Biosciences, New Jersey, USA) and anti-human 
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CXCR4 (555976, 12G5, BD Biosciences); Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled mouse 

anti-human CD80 (5557226, L307.4, BD Biosciences) and anti-human PD-L1 (558065, 

MIH1 BD Biosciences); Phycoerythrin (PE)-labeled mouse anti-human CD83 (556855, 

HB15e, BD Biosciences). Appropriate isotype controls (mouse IgG1κ or IgG2aκ, BD 

Biosciences) were used at the same concentration to determine non-specific staining. Cells 

were analyzed on an Attune Nxt (Invitrogen) using FlowJo software (version 10; FlowJo 

LLC, Oregon, USA), and we used a gating strategy to exclude dead cells, based on the 

FSC/SSC criteria. The data acquisitions were performed on a minimum of 10,000 living cells. 

Results were expressed as the relative fluorescence intensity (RFI), using the corrected mean 

fluorescence intensity (cMFI), as follow: cMFI=MFI–MFI of isotype control; RFI = cMFI of 

treated cells/cMFI of untreated cells).  

Allogeneic co-cultures of moDC and T cells 

CD4+ T cells were isolated from PBMC by positive selection with mini-MACS separation 

columns and anti-CD4 antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi Biotec). These T cells 

were confirmed to have purity > 95%, based on CD4 expression evaluated by flow cytometry 

(561841, RPA-T4, BD Biosciences). CD4+ T lymphocytes were labeled with 0.5 mM 

carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen, Bergisch Gladbach, Germany), 

following the manufacturer’s instructions. MoDC were stimulated with native or aggregated 

IFX for 24 h, then washed and co-cultured with allogeneic CD4+ T cells at a 1:10 DC/T-cell 

ratio for 5 days, in RPMI 1640 Glutamax supplemented with 10% human serum (Sigma 

Aldrich, Missouri, USA) in round-bottom 96-well plates. CFSE fluorescence was analyzed 

using flow cytometry, on an Attune Nxt (Invitrogen) using FlowJo software (version 10; 

FlowJo LLC). Proliferating T cells corresponded to low CFSE fluorescence. 
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Cytokines and chemokines quantification in cell culture supernatants  

After pretreatment or not with inhibitors, moDC were stimulated for 24 h with native or 

aggregated IFX. Meso Scale Discovery (MSD, Rockville, MA, USA) multiplex assay was 

performed on culture supernatants according to the manufacturer’s instructions to measure in 

duplicate IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12/23p40, CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 

(MIP-1β), CXCL10 (IP-10), IFN-β, TNFα, CCL17 (TARC) and CCL22 (MDC). The 

quantification ranges were: IL-1β: 0.94-3,880 pg.mL-1, IL-6: 0.49-2,040 pg.mL-1, IL-8: 0.56-

2,300 pg.mL-1, IL-10: 0.93-3,820 pg.mL-1, IL-12/23p40: 4.85-19,900 pg.mL-1, CCL2: 1.62-

6,630 pg.mL-1, CCL3: 1.44-5,920 pg.mL-1, CCL4: 0.53-2,200 pg.mL-1, CCL17 : 0.67-2,760 

pg.mL-1, CCL22 : 4.27-17,500 pg.mL-1, CXCL10: 2.20-9,040 pg.mL-1, IFN-β: 24.41-100,000 

pg.mL-1, TNFα: 0.92-3,780 pg.mL-1. 

Cytokines were measured in moDC/CD4+ T-cells co-culture supernatants. IFNγ, IL-5, IL-9, 

IL-13, IL-17A and IL-22 were quantified in duplicate using MSD multiplex assay following 

manufacturer’s instructions. The quantification ranges were: IFNγ: 21.26-87,100 pg.mL-1, IL-

5: 5.07-20,800 pg.mL-1, IL-9: 0.3-1,230 pg.mL-1, IL-10: 4.76-19,500 pg.mL-1, IL-13: 2.40-

9,832 pg.mL-1, IL-17A: 29.29-120,000 pg.mL-1 and IL-22: 0.83-3,420 pg.mL-1. 

Immunoblot analysis 

After pretreatment or not with inhibitors, moDC were incubated for 15, 30 or 60 min with 

native or aggregated IFX, harvested and washed in cold phosphate buffered saline before lysis 

in 40 µL of lysis buffer [20 mM Tris (pH 7.4), 137 mM NaCl, 2 mM EDTA (pH 7.4), 2 mM 

sodium pyrophosphate, 1% Triton, 10% glycerol, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 25 mM β-

glycerophosphate, 10 µg.mL-1 aprotinin, 10 µg.mL-1 leupeptin, and 100 µg.mL-1 pepstatin]. 

After centrifugation at 15,000 rpm for 20 min at 4°C, 30 µg of denatured protein were loaded 

onto 12% SDS-PAGE gels and transferred to polyvinylidene difluoride membranes, which 

were successively incubated with antibodies directed against the phosphorylated form of Zap-
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70 (Tyr319)/Syk (Tyr352) and a HRP-coupled antibody against β-actin as a loading control 

(Ozyme, St-Quentin en Yvelines, France). Immunoreactive bands were detected by their 

chemiluminescence by use of the ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad Laboratories, Marnes la 

Coquette, France). Bands were quantified with ImageLab software.  

Statistical analysis 

Data were expressed as means ± SEM. Differences between groups were evaluated with the 

Wilcoxon signed-rank test or Mann-Whitney U-test (Prism software, GraphPad, La Jolla, CA, 

USA). P values below 0.05 were considered to denote statistical significance.   
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RESULTS 

Infliximab aggregates characterization 

Aggregates were generated by submitting native IFX at a concentration of 10 mg.mL-1 to a 

heat stress of 55°C during 24 h. Endotoxin levels were quantified on three independent 

samples and were always under the acceptable limit of 0.25 EU.mL-1 (data not shown). 

Aggregates were first characterized by three complementary methods and on three 

independent samples. Native and aggregated proteins were first characterized by size 

exclusion chromatography. A single peak of monomer was observed for native IFX (data not 

shown). For heat-stressed IFX, a significant decrease in the area of the chromatogram peak of 

the monomer compared to the native solution was observed. Only 4.7 % of monomeric 

antibody (0.469 ± 0.086 mg.mL-1) was left in the aggregated solution and no aggregates of 

intermediate size were detected (data not shown), indicating indirectly that heat stress induced 

the formation of around 95 % of insoluble aggregates that were not eluted from the column. 

Native and aggregate-containing solutions were then analyzed by DLS. The size profiles are 

reported using volume-weighted analysis (Fig. 1a). At a concentration of 10 mg.mL-1, native 

IFX gave an asymmetrical distribution centered on 20.4 ± 1.4 nm with a distribution width 

equal to 6.2 ± 1.1 nm (Supplementary fig. 1). Moreover, the polydispersity index was equal to 

0.109. After dilution to 1.0 mg.mL-1, the distribution became symmetrical and centered on 

12.4 ± 0.5 nm with a distribution width equal to 2.5 ± 0.6 nm while the polydispersity index 

decreased to 0.044. There are two possible explanations for this phenomenon. Firstly, a high 

macromolecule concentration favors reversible self-association. Secondly, the presence of 

polysorbate 80 in the marketed product could lead to the formation of mixed micelles that are 

dissociated by simple dilution. The heat-stressed sample resulted in the formation of large 

particles with a hydrodynamic diameter of 4.1 ± 2.5 µm and a distribution width equal to 0.4 

± 0.2 µm, confirming the formation of aggregates during the heat stress (Fig. 1a). Moreover, 
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no monomer could be observed by DLS for two reasons: the percentage of monomer in the 

heat-stressed samples was low (see results above) and the scattering of small particles was 

masked by the intense scattering of large-sized particles. Furthermore, the large variability 

observed for both the hydrodynamic diameter and the distribution width could be explained 

by the presence of large, anisotropic and sedimenting particles in the studied samples.  

In order to characterize the aggregates in more detail, flow imaging microscopy was used to 

analyze the shape and the size of particles present in the aggregated solution. A number-

weighted length distribution is illustrated (Fig. 1b). The difference of size range between DLS 

and flow imaging microscopy was noticeable with an expected shift to larger dimensions, 

since DLS gives a hydrodynamic diameter equivalent to spherically shaped particle whereas 

flow imaging microscopy gives the maximum length of the same particle. The heat-stressed 

sample showed a monomodal population of polydisperse particles and the number-weighted 

lengths, d10, d50, d90, corresponding to the first, the fifth and the ninth deciles, were 5.4 ± 0.9, 

17.5 ± 1.2, 52.5 ± 3.5 µm respectively. The relative span reflecting the width of the 

distribution was rather stable around 2.7 ± 0.2. Although not monodisperse, the size 

distribution of the heat-stressed sample was not extensively polydisperse. 

Infliximab aggregates induce moDC activation 

To investigate IFX aggregates effect on moDC and determine the concentration to be used in 

the following experiments, we analyzed the expression of surface markers of moDC after 24 

hours of stimulation with increasing concentrations of native or aggregated IFX. The toxicity 

of both native and aggregated antibodies at different concentrations was first analyzed using 

PI staining and we observed that cell viability was never less than 75% (data not shown). We 

showed that native IFX had little to no effect on the expression of CD80, CD83, CD86, PD-

L1 and CXCR4, whereas IFX aggregates induced a significant concentration-dependent 

increase of the expression of these surface markers compared to the native antibody, at 50 and 
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100 µg.mL-1 (Fig. 2a). The concentration of 200 µg.mL-1 did not potentiate the effects 

observed at 100 µg.mL-1. These results showed that IFX aggregates induced moDC 

maturation based on surface markers expression. On the basis of these observations, the 

following experiments were carried out with the concentration of 100 µg.mL-1 of native or 

aggregated IFX. 

We then measured cytokine and chemokine secretion in moDC culture supernatants in 

response to 100 µg.mL-1 of native or aggregated IFX. Native IFX did not induce an increase 

in cytokine and chemokine production compared to untreated cells (Fig. 2b). As for IFX 

aggregates, little to no IL-1β, IL-10 and CXCL10 were detected in culture supernatants (data 

not shown). However, secretion of IFN-β, IL-6, IL-8, IL-12p40, CCL2, CCL3, CCL4, CCL17 

and CCL22 was significantly increased in response to aggregates compared to the native 

protein (Fig. 2b). Interestingly, TNF-α production was not detectable with native IFX but in 

response to aggregates, it was comparable to the secretion observed with untreated cells (Fig. 

2b). Taken together, these results confirmed the potential of IFX aggregates to modulate 

moDC cytokine and chemokine production thus inducing moDC activation. 

Treatment of moDC with infliximab aggregates promotes T-cell proliferation and 

cytokine production by T cells 

To evaluate the functional consequences of moDC maturation and activation by IFX 

aggregates, we tested the capacity of treated moDC to induce CD4+ T-cell proliferation. 

MoDC treated for 24 h with native or aggregated IFX were co-cultured with allogeneic CD4+ 

T cells loaded with CFSE at a ratio of 1 moDC for 10 CD4+ T cells. CD4+ T-cell proliferation 

was assessed on day 5 as the percentage of CFSElow CD4+ T cells. In a representative 

experiment, 24.7 % of T cells were CFSElow when incubated with untreated moDC, and 

native IFX did not alter the capacity of moDC to induce T-cell proliferation compared with 

unstimulated moDC (Fig. 3a). However, the percentage of CFSElow CD4+ T cells was 
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increased in the presence of moDC stimulated with IFX aggregates compared with moDC 

stimulated with native IFX as well as untreated moDC (Fig. 3b, a representative experiment is 

shown in Fig. 3a). These results suggested that IFX aggregates induced a modulation of 

moDC phenotype capable of promoting allogeneic CD4+ T-cell proliferation.  

We then analyzed the production of cytokines in the co-culture supernatants. Stimulation of 

moDC with native IFX did not modulate CD4+ T-cell cytokines production compared to 

untreated moDC effect, whereas moDC stimulated with aggregated IFX induced a significant 

increase in IL-5, IL-9 and IL-13 production by CD4+ T cells compared to untreated moDC 

and moDC treated with native IFX. IFNγ and IL-22 production was increased compared to 

moDC treated with native IFX, and IL-10 production was increased in the presence of both 

native and aggregated IFX (Fig. 3c). 

Infliximab aggregates modulate moDC phenotype through FcγRIIa interaction 

Assuming that FcγRIIa could be involved in moDC response to IFX aggregates, cells were 

pretreated for 1 h with an anti-FcγRIIa blocking antibody and then stimulated for 24 h with 

native or aggregated IFX. The concentration of the antibody was optimized to 1 µg.mL-1 to 

avoid cellular toxicity (data not shown). An IgG1 isotype control was used in preliminary 

experiments to ensure that non-specific blocking would not affect moDC response to IFX 

aggregates (Supplementary fig. 2). We first analyzed the expression of the surface markers 

CD83, CD86 and CXCR4 by flow cytometry. Results showed that expression of these 

markers was significantly decreased when moDC were pretreated with the anti-FcγRIIa 

antibody (Fig. 4a).  

We next assessed the role of FcγRIIa in cytokine and chemokine secretion in culture 

supernatants. Pretreatment of moDC with the anti-FcγRIIa antibody induced a notable 

decrease in cytokine and chemokine production in response to IFX aggregates (Fig. 4b).  
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Syk controls moDC phenotype in response to infliximab aggregates 

Engagement of FcγRs can involve the activation of the Syk pathway. To evaluate the role of 

Syk in the response to aggregates, we first assessed its kinetics of phosphorylation using 

Western blotting. Native IFX induced a slight phosphorylation of Syk compared to untreated 

moDC basal phosphorylation state. However, IFX aggregates induced a significant increase 

of Syk phosphorylation compared to native IFX over time, with an early activation starting at 

15 min of stimulation (Fig. 5a).  

Next, we used a well-described pharmacological inhibitor of Syk, Bay 61-3603, and 

investigated the role of Syk in moDC activation. Cells were pretreated for 1 h with Bay 61-

3603 and then stimulated for 24 h with IFX aggregates. The inhibitor’s concentration was 

optimized to avoid cellular toxicity (data not shown). Results showed that Syk inhibition 

induced a decrease in moDC surface markers expression (Fig. 5b) as well as cytokine and 

chemokine secretion (Fig. 5c). Collectively, these results indicated that Syk early activation 

was essential for moDC maturation in response to IFX aggregates. 

Activation of syk in moDC controls T-cell proliferation induced by infliximab 

aggregates-treated moDC 

To investigate the role of Syk in the T-cell response induced by moDC treated with IFX 

aggregates, we tested the capacity of stimulated moDC pretreated with the inhibitor of Syk to 

induce CD4+ T-cell proliferation. Using allogeneic moDC - CD4+ T cells co-culture, we 

assessed T-cell proliferation on day 5 as the percentage of CFSElow CD4+ T cells. Syk 

inhibition in aggregates-stimulated moDC induced a significant decrease in the percentage of 

CFSElow CD4+ T cells compared with moDC activated with IFX aggregates (Fig. 6b, 

representative experiment in Fig. 6a).  

Finally, we explored the alteration of cytokine production by T cells in response to moDC 

pretreatement with the Syk inhibitor. By measuring cytokines in co-culture supernatants, we 
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showed that Syk inhibition in moDC treated with IFX aggregates lead to a significant 

decrease in CD4+ T-cell cytokine production, mainly of IL-5, IL-9 and IL-13 compared to 

production in CD4+ T cells co-cultured with aggregates-treated moDC (Fig. 6c).   
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DISCUSSION 

The correlation between the presence of aggregates and the immunogenicity of therapeutic 

proteins has been extensively studied over the past years (7, 22, 23). Protein aggregates are 

suggested to act as danger signals thus favoring DC activation. The aim of our study was to 

explore the cellular and molecular mechanisms mobilized by antibody aggregates in moDC, 

able to alter their maturation and consequently CD4+ T-cell proliferation. Different signaling 

pathways could participate to moDC activation in response to aggregates, depending on the 

surface receptor engaged. In this work, we hypothesized that FcγRIIa, an activating FcR 

mainly expressed on moDC, is the key receptor interacting with IFX aggregates. 

A monoclonal chimeric antibody, IFX, was selected for this study based on its clinical 

immunogenicity as well as its propensity to aggregate (24, 25). Indeed, we previously showed 

that IFX is more susceptible to aggregation than other antibodies, making it useful as a model 

to study aggregates immunogenicity (25). The study of crystal structures has recently shown 

that IFX has a potential of self-association mediated by the Fab domain (11). Moreover, 

subjecting IFX to an elevated temperature of 60℃ for 2 hours induced protein aggregation 

mainly due to rapid unfolding of the antibody and increased exposure of hydrophobic sites 

(26). Understanding protein instability and aggregation in an attempt to enhance stability and 

to reduce potential immunogenicity of therapeutic proteins, particularly antibodies, is a matter 

of importance. Indeed, behavior of antibodies, mainly IgG1s, has been studied under different 

stress conditions, including thermal, mechanical (stirring, shaking, syringe-pumping, freeze-

thawing, light exposure) and chemical stress (oxidation, pH shift) using various 

physicochemical methods (10, 27–30). We used three orthogonal methods to characterize the 

aggregated solution of IFX generated under heat stress: size exclusion chromatography 

(SEC), dynamic light scattering (DLS) and micro-flow imaging (MFI). These techniques 

allowed us to evaluate different parameters including aggregation percentage, shape and size 



141 
 

distribution while covering the entire size-range from a monomeric antibody to subvisible and 

visible particles (31). Results showed that the applied heat stress induced a loss of 95 % of the 

monomeric IFX due to the formation of a heterogeneous mixture of insoluble aggregates 

appearing appear to have an amorphous shape, with the highest percentage of aggregates in 

the 5 to 15 µm size range. These results are in line with other studies showing that heat stress 

leads to the formation of a high percentage of aggregates mainly by inducing changes to the 

conformational structure of the antibody (32, 33). Larger sized particles, of more than 20 µm 

and up to 200 µm, were also found in our IFX aggregated solution, in accordance with results 

obtained by submitting monoclonal antibodies to high levels of heat stress (27). 

To explore the mechanisms behind aggregates-induced immune response, we first confirmed 

that submitting IFX to heat stress induced the formation of aggregates that were able to 

induce maturation of moDC in a concentration-dependent manner. In fact, treatment of moDC 

with IFX aggregates induced an upregulation of the co-stimulation markers CD86 as well as 

the activation marker CD83 and the chemokine receptor CXCR4 whereas native IFX did not 

modulate the expression of these surface markers. These results are in line with other studies 

showing maturation of human moDC in response to aggregates of therapeutic proteins, such 

as growth hormone, rituximab and other monoclonal antibodies (9, 10, 25, 30). Here, we also 

showed that aggregates induced an increased expression of CXCR4 essential for moDC 

maturation, survival and migration and shown to be upregulated in response to other danger 

signals such as lipopolysaccharide (LPS) (34, 35). Upon triggering with IFX aggregates, an 

increased secretion of cytokines mainly IL-6, IL-8, IL-12p40 and IFN-β and chemokines 

CCL2, CCL3, CCL4, CCL17 and CCL22 was observed, whereas production of IL-1β, IL-10 

and CXCL10 was not significantly altered. Interestingly, we showed an inhibition of TNFα 

following treatment with native IFX due its biological activity. In contrast IFX aggregates 

induced TNFα production comparable to unstimulated cells, which could be explained either 
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by the loss of IFX biological activity or by the increased activation of moDC by aggregates. 

Some of the secreted molecules, namely IL-6, CCL2, CCL3 and CCL4 were part of a 

cytokine signature first identified by Joubert et al., in PBMC triggered by antibody 

aggregates. Other cytokines, such as IL-1β, IL-10 and TNFα, were also in this identified 

signature (12). These data suggested that circulating monocytes could be the main cytokine-

producing cell type in PBMC and that differences in the cytokine signature could be due to 

the type of the applied antibody aggregates.  

To confirm that these moDC phenotypic changes induced by aggregates were sufficient to 

generate or enhance a T-cell response, we performed allogeneic moDC and CD4+ T cells co-

cultures. We showed that stimulation of moDC with native IFX did not affect T-cell 

proliferation compared to unstimulated moDC whereas aggregate-stimulated moDC induced a 

significant increase in T-cell proliferation. Furthermore, an increased production of cytokines 

was observed, mainly IL-5, IL-13 and IL-9, however IFN-γ and IL-22 production was 

comparable to unstimulated moDC. Aggregates-induced T-cell response has also been 

assessed in other studies. In a previous work, we generated protein aggregates under stir stress 

and showed in an allogeneic co-culture model, that rituximab aggregates induced T-cell 

proliferation and IFN-γ, IL-5, IL-13 and IL-17A production, whereas human growth hormone 

aggregates only induced IFN-γ production by proliferating T cells (9). Taken together, these 

observations suggested that CD4 T-cell response induced by aggregates-stimulated moDC 

depend on the aggregates-type. In other studies, T-cell response was also studied following 

PBMC activation by antibody aggregates, where T-cell proliferation was increased as well as 

the secretion of assessed cytokines IL-2, IL-13, IFN-γ and TNFα (12, 36), confirming that 

antigen presenting cells were efficiently stimulated by aggregates, so they could induce an 

adaptive response. 
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The early mechanisms leading to the observed activation of DC and T cell response are not 

yet fully described. Alterations in DC phenotype often occur following the recognition of 

danger signals by pattern recognition receptors such as TLRs. However, engagement of 

activating Fcγ receptors can also induce DC maturation through activation of different 

signaling pathways responsible for co-stimulation molecules upregulation, cytokine and 

chemokine production as well as antigen uptake and presentation (37, 38). As previously 

mentioned, apart from FcγRI which has the highest affinity for monomeric IgGs, other FcγR 

have a higher affinity for immune complexes and aggregated IgGs (16, 39). Monocytes and 

macrophages express all FcγR, neutrophils mainly express FcγRIII and DC predominantly 

express the activating FcγRIIa and the inhibitory FcγRIIb (18, 39). Interestingly in vitro 

differentiation of monocytes into moDC leads to the loss of FcγRI and FcγRIII expression 

(16). In the present work, we used a specific anti-FcγRIIa blocking antibody (clone IV.3) to 

study the involvement of the activating FcγRIIa in moDC activation following IFX aggregates 

treatment (40, 41). We showed for the first time that the engagement of FcγRIIa was 

necessary for moDC maturation. Indeed, neutralization of this receptor induced a decrease in 

co-stimulation and activation markers expression and in cytokine and chemokine production. 

Other receptors could be implicated in the binding and recognition of aggregates as danger 

signals. Joubert et al. showed that monoclonal antibody aggregates could induce PBMC 

activation and cytokine production via other Fc receptors, FcγRI and FcγRIII, less expressed 

on moDC and mainly expressed on other innate immune cells like monocytes (12).  

Taking into account the implication of FcγRIIa in moDC maturation, we hypothesized a 

downstream a downstream recruitment of Syk that could play an essential role in the 

internalization of aggregates as well as DC maturation (42). Indeed, we confirmed that IFX 

aggregates induced an early and increased phosphorylation of Syk compared to native IFX. In 

fact, we have previously shown that IFX aggregates induced the phosphorylation of Syk and 
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other signaling pathways such as Akt and ERK, but not JNK and p38 MAPK, in response to 

IFX aggregates (25). In the present work, we clearly showed the implication of Syk in moDC 

maturation as we observed a decrease in phenotypic markers expression as well as cytokine 

and chemokine production following Syk inhibition. Our observation is consistent with a 

study by Sedlik et al. showing that phosphorylation of Syk was required for DC activation 

after engagement of FcγR by horseradish peroxidase (HRP)-anti HRP immune complexes but 

not of other surface receptors such as Toll-like receptors (42).  

Our results suggest that IFX aggregates cross-link FcγRIIa which in turn induces the 

recruitment and phosphorylation of Syk that seems to be essential for moDC maturation. 

More importantly, we showed that inhibition of Syk phosphorylation in moDC lead to a 

decrease in the T-cell proliferation and cytokine production induced by aggregates. This result 

distinctly indicates that T cell proliferation is dependent on the activation of moDC by IFX 

aggregates via the Syk signaling pathway. 

Given its high susceptibility to aggregate as well as its immunogenic potential, IFX was used 

as a model in aggregates immunogenicity to better understand the early events leading to the 

T-cell response. Antibody aggregates could cross-link activating FcγRIIa expressed on moDC 

inducing the activation of downstream signaling, starting with the phosphorylation of Syk. 

Thus, activated signaling cascades would lead to an increased expression of co-stimulatory 

molecules and secretion of cytokines and chemokines essential for the initiation of a CD4+ T-

cell response.  
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Infliximab aggregates characterization. 

Native (1.0 mg.mL-1) and heat-stressed infliximab (10 mg.mL-1) were characterized by 

physico-chemical methods: (a) Representative images of infliximab aggregates detected using 

an optical microscope (×40 objective); (b) Volume-weighted profile for the evaluation of size 

distribution of infliximab in its native or aggregated form was obtained by Dynamic Light 

Scattering; (c) Particle size distribution : histogram represents the number of particles per size 

range, with the lower limit of quantitation of the instrument set to 1 µm and the upper limit 

being the size of the 400 µm-chosen cell with a minimal luminance set at 10 %; the curve 

represents the cumulative frequency of particles. 

 

Figure 2: Infliximab aggregates trigger moDC activation. 

(a) Infliximab aggregates induce a dose-dependent modulation of the moDC phenotype. 

Immature moDC were treated for 24 h with native (IFX n) or aggregated (IFX hs) infliximab 

(25 to 200 µg.mL-1). Cells were then collected, washed and analyzed by flow cytometry for 

surface markers expression. Results are expressed as relative fluorescence intensity (RFI) 

compared to non-stimulated cells and represented the mean ± SEM of 5 or 6 independent 

experiments. *: p<0.05 Wilcoxon signed-rank test. NS: non-stimulated cells. 

(b) Infliximab aggregates induce secretion of cytokines and chemokines in moDC. 

Immature moDC were treated for 24 h with native (IFX n) or aggregated (IFX hs) infliximab 

(100 µg.mL-1). Cytokine and chemokine concentrations in culture supernatants were analyzed 

in duplicate using an electroluminescent multiplex assay. Detection limits are indicated in the 

Methods section. Results of 6 independent experiments are represented as dot plot, *: p<0.05 

Wilcoxon signed-rank test. NS: non-stimulated cells. 
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Figure 3: Treatment of moDC with infliximab aggregates promotes T-cell proliferation 

and cytokine production. 

(a,b) T-cell proliferation. After purification, T cells were labeled with CFSE and incubated 

with moDC previously stimulated with native (IFX n) or aggregated (IFX hs) infliximab (100 

µg.mL-1), at a ratio of 1:10 (T-cell:DC). Co-cultures were then incubated for 5 days, and 

proliferation was analyzed by flow cytometry. (a) Results are presented as histograms of one 

representative experiment of six, % represents the CFSElow cells. (b) Percentage of CFSElow T 

cells in response to stimulated moDC with native or aggregated infliximab. (c) On day 5, 

cytokine levels were quantified in co-culture supernatants in duplicate, using an 

electroluminescent multiplex assay. Detection limits are indicated in the Methods section. 

Results for lymphocyte proliferation and cytokine production are expressed as the mean ± 

SEM of 6 independent experiments, *:p<0.05 Wilcoxon signed-rank test. NS: non-stimulated 

cells. 

 

Figure 4: FcγRIIa controls the regulation of moDC phenotype altered by infliximab 

aggregates. 

Immature moDC were pretreated for 1 h with anti-FcγRIIa antibody (1 µg.mL-1) and then 

treated for 24 h with aggregated (IFX hs) infliximab (100 µg.mL-1). (a) Cells were collected, 

washed and analyzed by flow cytometry for surface markers expression. Results are 

expressed as relative fluorescence intensity (RFI) compared to non-stimulated cells and 

represented the mean ± SEM of 6 independent experiments. (b) Cytokine and chemokine 

concentrations in culture supernatants were analyzed in duplicate using an electroluminescent 

multiplex assay. Detection limits are indicated in the Methods section. Results of 6 

independent experiments are represented as dot plot, *: p<0.05 Wilcoxon signed-rank test.  
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Figure 5: Syk controls moDC activation in response to infliximab aggregates. 

(a) Immature moDC were treated for 15, 30 and 60 mn with native (IFX n) or aggregated 

(IFX hs) infliximab (100 µg.mL-1). Immunoblotting of whole-cell extracts was used to 

quantify the phosphorylated form of Syk. The results of 3 independent experiments are 

represented. Bands were quantified using the Image Lab software. Results are expressed as 

the fold induction, representing the ratio of the normalized intensity of specific bands of 

treated cells divided by the normalized intensity of untreated cells, *: p<0.05 Mann-Whitney 

U-test. 

(b-c) Immature moDC were pretreated for 1 h with Syk inhibitor IV (1 µM) then treated for 

24 h with aggregated infliximab (IFX hs) (100 µg.mL-1). (b) Cells were collected, washed and 

analyzed by flow cytometry for surface markers expression. Results are expressed as fold 

increase compared to non-stimulated cells and represented as the mean ± SEM of 6 

independent experiments. (c) Cytokine and chemokine concentrations in culture supernatants 

were analyzed in duplicate using an electroluminescent multiplex assay. Detection limits are 

indicated in the Methods section. Results of 6 independent experiments are represented as dot 

plot, *: p<0.05 Wilcoxon signed-rank test.  

 

Figure 6: Syk signaling pathway in moDC regulates T-cell proliferation induced by 

infliximab aggregates-treated moDC. 

(a,b) T-cell proliferation. After purification, T cells were labeled with CFSE and incubated 

with moDC previously pretreated or not with Syk inhibitor and then stimulated with native 

(IFX n) or aggregated infliximab (IFX hs) (100 µg.mL-1), at a ratio of 1:10 (T-cell:DC). Co-

cultures were then incubated for 5 days, and proliferation was analyzed by flow cytometry. (a) 

Results are presented as histograms of one representative experiment of six, % represents the 

CFSElow cells. (b) Percentage of CFSElow T cells in response to stimulated moDC with 
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aggregated infliximab, pretreated or not with Syk inhibitor. (c) On day 5, cytokine levels were 

quantified in co-culture supernatants in duplicate, using an electroluminescent multiplex 

assay. Detection limits are indicated in the Methods section. Results of 6 independent 

experiments are represented, *: p<0.05 Wilcoxon signed-rank test. 
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Supplementary fig. 1: Native infliximab characterization. 

 

 

Volume-weighted profile for the evaluation of size distribution of infliximab in its native 

form was obtained by Dynamic Light Scattering at two concentrations (1 and 10 mg.mL-1). 
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Supplementary fig. 2: Effect of FcγRIIa and isotype control antibodies on moDC activation. 

 

Immature moDC were pretreated for 1 h with anti-FcγRIIa or isotype control antibodies (1 

µg.mL-1) and then treated for 24 h with aggregated (IFX hs) infliximab (100 µg.mL-1). (a) 

Cells were collected, washed and analyzed by flow cytometry for surface markers expression. 

Results are expressed as relative fluorescence intensity (RFI) compared to non-stimulated 

cells and represented the mean ± SEM of 2 independent experiments. (b) Cytokine and 

chemokine concentrations in culture supernatants were analyzed in duplicate using an 

electroluminescent multiplex assay. Detection limits are indicated in the Methods section. 

Results are represented as the mean ± SEM of 2 independent experiments. 
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Résultats complémentaires 

Étude du répertoire de lymphocytes T CD4+ naïfs reconnaissant les 
agrégats d’anticorps 
 
1. Introduction 

Il est actuellement admis que les agrégats protéiques sont impliqués dans l’induction de 

l’immunogénicité des biomédicaments de par leur rôle de signaux de danger. Cependant, la 

possibilité qu’une protéine agrégée génèrent de nouvelles entités antigéniques n’a été que peu 

étudiée. Les données de la littérature indiquent qu’il existe, chez des donneurs sains, un 

répertoire préexistant de LT CD4+ reconnaissant des biomédicaments tels que l’infliximab, le 

rituximab et l’adalimumab (Delluc et al., 2011; Schultz et al., 2017). Des études 

complémentaires sur des cellules de patients traités et des donneurs sains ont également permis 

l’identification d’épitopes T spécifiques, au niveau des fragments variables des anticorps, qui 

favoriseraient leur immunogénicité. Ceci a notamment été décrit dans le cas du rituximab, de 

l’infliximab (Hamze et al., 2017; Pratesi et al., 2019) et du natalizumab (Cassotta et al., 2019). 

Par ailleurs, dans le cas des agrégats d’anticorps thérapeutiques, il a été montré que ces agrégats 

pouvaient être internalisés par des DC dérivées de monocytes (moDC) et être co-localisés avec 

les molécules HLA-DR, dès 30 min d’incubation, favorisant ainsi leur présentation (Ahmadi et 

al., 2015). De plus, une étude utilisant la technique du MAPPs a permis de déterminer les 

séquences peptidiques présentées sur les molécules du CMH de classe II de moDC incubées 

avec des agrégats d’anticorps. Cette étude a montré qu’une forte agrégation d’anticorps 

monoclonaux IgG pouvait induire une augmentation de la quantité et de la diversité des peptides 

présentés par les molécules du CMH II. Ceci suggère que l’agrégation peut induire des 

modifications dans les mécanismes de digestion des protéines, d’association des peptides aux 

molécules du CMH II et de présentation aux LT (Rombach-Riegraf et al., 2014).  
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L’objectif de notre étude est de mieux comprendre le mécanisme de l’immunisation contre les 

agrégats d’anticorps, plus précisément le rôle des LT dans le déclenchement de la réponse 

immunitaire adaptative, et ceci à travers l’exploration de l’effet antigénique potentiel des 

agrégats d’anticorps. La présence d’agrégats dans les préparations pourrait induire des 

modifications au niveau des peptides présentés aux LT et potentiellement favoriser l’activation 

spécifique de ces cellules. Nous avons ainsi émis l’hypothèse que la fréquence de LT CD4+ 

reconnaissant les agrégats d’anticorps serait augmentée par rapport à celle déterminée pour les 

LT spécifiques de l’anticorps natif. 

En raison de son immunogénicité et de sa susceptibilité à l’agrégation, nous avons choisi 

l’infliximab (IFX) comme modèle pour produire des agrégats. Nous avions précédemment 

montré que des agrégats d’infliximab (IFX), formés à température élevée, pouvaient induire la 

maturation des moDC et augmenter la prolifération des LT dans un modèle allogénique. Dans 

ce travail, nous avons testé différents types de stress, lumière ultraviolette (UV) ou température 

élevée (heat stress ou HS) de durées variables, pour produire des agrégats que nous avons 

caractérisés, en définissant précisément leurs tailles. Les résultats de cette caractérisation ont 

montré que le stress UV induisait la formation de dimères et d’oligomères solubles alors que le 

stress HS induisaient la formation d’agrégats dont la proportion augmentait avec la durée du 

stress et avec une fraction majoritaire (près de 75 %) des particules de taille variant entre 1 et 

10 µm quelle que soit la durée du stress. 

Nous avons donc posé deux questions : Quelle est la proportion d’agrégats micrométriques 

nécessaire pour un effet adjuvant et/ou une influence sur la réponse des LT ? Les agrégats 

solubles participent-ils à une augmentation de la réponse T autologue ? 

Dans un premier temps, nous avons montré que les agrégats d’IFX HS induisaient la maturation 

des moDC en fonction de la quantité d’agrégats présents dans l’échantillon.  
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Puis, en utilisant un modèle de co-cultures de moDC et de LT CD4+ naïfs autologues, nous 

montrons que la fréquence de LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX agrégé (UV et HS1) était 

augmentée par rapport à celle des LT reconnaissant l’IFX natif. L’étude de la réactivité croisée 

des LT spécifiques nous a également permis de montrer que des LT peuvent reconnaître à la 

fois l’anticorps natif et agrégé, alors que d’autres LT seraient uniquement spécifiques par des 

peptides provenant de la forme agrégée.  

 

2. Partie 1 : Cas des agrégats de taille micrométrique 

2.1. Matériel et Méthodes 

Production des agrégats 

L’infliximab lyophilisé (Remicade®, IFX), disponible sur le marché, a été reconstitué à une 

concentration de 10 mg.mL-1 avec de l’eau stérile. Pour induire la formation d’agrégats, les 

échantillons ont été dilués à 1 mg.mL-1 avec de l’eau stérile et soumis à un stress thermique 

(HS) à 55℃ pendant 1, 2, 3, 4, 6 et 24 heures. Les échantillons ont ensuite été conservés à -

80℃ jusqu’à leur emploi. La stabilité des agrégats a été vérifiée par des mesures de taille 

utilisant la chromatographie d’exclusion stérique (SEC) et l’imagerie de flux par microscopie 

(MFI) avant et après congélation et aucune modification n’a été observée. 

Caractérisation des agrégats 

La caractérisation a été réalisée à l’aide de méthodes précédemment décrites (SEC et MFI). 

L’analyse par SEC des agrégats HS a permis de calculer par différence le pourcentage 

d’agrégats insolubles formés à partir du pourcentage de monomères restants après agrégation. 

Pour l’analyse par MFI, des échantillons à 1 mg.mL-1 ont été dilués dans de l’eau stérile à 0,5 

mg.mL-1 et injectés dans une cellule de mesure avec un écartement entre les plaques de 100 µm 

et un grossissement x6. 
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Modèle cellulaire : cellules dendritiques dérivées de monocytes humains 

Les cellules dendritiques (moDC) sont différenciées à partir de monocytes isolés du sang de 

donneurs sains. Comme précédemment décrit, la purification des monocytes est effectuée à 

partir des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) par sélection positive à l’aide 

d’anticorps anti-CD14 couplés à des billes magnétiques (Miltenyi Biotec, Allemagne). Les 

monocytes sont ensuite mis en culture, pendant 4 jours, à raison de 106 cellules/ml en présence 

de GM-CSF (550 U/ml) et d’IL-4 (550 U/ml) (Miltenyi Biotec) en milieu RPMI 1640 + 

GlutaMAXTM (Gibco, ThermoFisher Scientific) supplémenté avec 10 % de sérum de veau 

fœtal, 1 mM sodium pyruvate et antibiotiques, à 37°C sous atmosphère humidifiée à 5 % de 

CO2. La différenciation des moDC et leur caractère immature sont vérifiés par cytométrie en 

flux à J4 en quantifiant l’expression des marqueurs de surface CD1a, DC-SIGN, CD83 et CD86. 

Traitement des moDC par l’infliximab natif ou agrégé 

Les moDC sont traitées par l’infliximab natif (IFX N) ou agrégé (HS1, HS2, HS3, HS4, HS6, 

HS24) à 100 µg.mL-1 ou par le lipopolysaccharide (LPS) à 25 ng.mL-1 pendant 30 minutes, 1, 

2 ou 24 heures selon les expériences. 

Analyse de la maturation des moDC par cytométrie en flux 

Après 24 heures de traitement avec l’IFX natif ou agrégé, la viabilité et le phénotype des cellules 

sont évalués par cytométrie en flux. La mortalité cellulaire a été évaluée lors d’expériences 

préliminaires par un marquage des moDC à l’iodure de propidium et n’excédait pas 25 % aux 

concentrations testées. Le phénotype est analysé suite à un marquage cellulaire avec les 

anticorps (PD-L1FITC (558065), CD83PE (556855), CD86APC (555660); BD Biosciences, New 

Jersey, USA) et les contrôles isotypiques (IgG1κ murine, BD Biosciences) appropriés pendant 

20 minutes à 4℃, comme précédemment décrits (article 1). L’analyse phénotypique est réalisée 

par cytométrie en flux (Attune Nxt, ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA) à l’aide du 
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logiciel FlowJo (version 10; FlowJo LLC, Oregon, USA). Les résultats sont exprimés en 

intensité de fluorescence relative (RFI) calculée à partir de l’intensité de fluorescence moyenne 

(MFI) corrigée par la fluorescence des contrôles isotypiques, selon la formule suivante : 

𝑅𝐹𝐼 =
𝑀𝐹𝐼'())*)(+	-./0-é(+ − 𝑀𝐹𝐼	(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒	𝑖𝑠𝑜𝑡𝑦𝑝𝑖𝑞𝑢𝑒)'())*)(+	-./0-é(+

𝑀𝐹𝐼'())*)(+	CDC	-./0-é(+ − 𝑀𝐹𝐼	(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒	𝑖𝑠𝑜𝑡𝑦𝑝𝑖𝑞𝑢𝑒)'())*)(+	CDC	-./0-é(+
 

Marquage des agrégats 

Les agrégats d’IFX produits sous 55℃ pendant 1 heure (HS1) ou 24 heures (HS24) ont été 

marqués à l’Alexa Fluor 488 (A37570, ThermoFisher Scientific). Après ajout des agrégats (1 

mg.mL-1) au lyophilisat d’Alexa Fluor (AF), la suspension obtenue a été agitée pendant 1 heure 

à 200 rpm à température ambiante. Les agrégats marqués ont ensuite été débarrassés de 

l’excédent de fluorophore par dialyse en cassette (Slide-A-Lyzer® 10K, ThermoFisher 

Scientific). Les aliquots d’agrégats marqués ont été conservés à -20℃. 

Étude de l’internalisation des agrégats d’infliximab 

Les moDC ont été traitées avec 100 µg.mL-1 d’agrégats IFX marqués (HS1 ou HS24), pendant 

30, 60 et 120 minutes à 37℃ ou sur glace (comme contrôle). Après incubation, les cellules ont 

été lavées 3 fois au tampon phosphate salin (PBS) et leur internalisation a été analysée par 

cytométrie en flux (Attune Nxt, ThermoFisher Scientific) à l’aide du logiciel FlowJo (version 

10; FlowJo LLC). 

Co-culture autologue de cellules dendritiques et lymphocytes T 

Les cellules ont été isolées du sang de donneurs sains. Les DC ont été différenciées à partir de 

monocytes, comme précédemment décrit, et les LT CD4+ naïfs autologues ont été isolés par 

purification magnétique (Miltenyi Biotec, Allemagne). La pureté du tri CD4+ CD45RA+ 

CCR7+ évaluée par cytométrie était supérieure à 90 % ; les anticorps suivants ont été utilisés : 

CD4APC (clone RPA-T4, 555349 ; BD Biosciences), CD45RAFITC (clone REA562, 130-113-

927 ; Miltenyi Biotec) et CCR7FITC (clone REA546, 130-120-608 ; Miltenyi Biotec). 
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Les moDC ont été maturées en présence du LPS (1 µg.mL-1 ; Sigma Aldrich) et chargées 

pendant la nuit avec l’infliximab natif (N) ou agrégé (agrégats HS1, 1h à 55℃) à 100 µg.mL-

1 dans du milieu AIM-V (Gibco, ThermoFisher Scientific). Les moDC chargées ont été ensuite 

lavées et mises en cultures avec les LT CD4+ naïfs au ratio 1/10 en présence d'IL-6 (10 000 

U.mL-1 ; R&D Systems, Minnesota, USA), d’IL-12 (10 ng.mL-1 ; R&D Systems) et de 

primocine (5 µg.mL-1 ; Invivogen, California, USA) en milieu IMDM (Iscove's modified 

Dulbecco's medium ; Gibco, ThermoFisher Scientific) supplémenté avec 10 % de sérum 

humain AB décomplémenté (Lonza, Suisse). Trois restimulations des LT CD4+ naïfs ont été 

réalisées avec des moDC autologues chargées avec l’anticorps natif ou agrégé, et maturées avec 

du LPS, en présence d’IL-2 (10 U.mL-1 ; R&D Systems) et d’IL-7 (5 ng.mL-1 ; R&D Systems). 

La KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin ; ThermoFisher Scientific) a été utilisée comme contrôle 

positif. Une fréquence moyenne de 11,34 LT CD4+ naïfs spécifiques de la KLH par million de 

LT CD4+ naïfs circulants a été déterminée chez 3 donneurs. 

ELISpot IFN-γ 

Une semaine après la dernière restimulation, un ELISpot IFN-γ est réalisé et les puits contenant 

des lymphocytes spécifiques de l’anticorps natif ou agrégé sont détectés. Des plaques de 

nitrocellulose (96 puits ; Merck Millipore, Massachusetts, USA) sont préalablement incubées 

avec un anticorps de capture IgG1 humain anti-IFN-γ (1-D1K ; Mabtech, Suède). Les plaques 

sont ensuite saturées avec de l’IMDM contenant 10 % de sérum AB humain. Après 16 heures 

de co-culture entre les LT CD4+ et les moDC chargées avec les antigènes (KLH ou IFX N ou 

IFX HS1) ou non chargées (contrôle négatif), un anticorps secondaire biotinylé IgG1 murin 

anti-IFN-γ (7B6-1 ; Mabtech) est ajouté pour 2 heures à 37℃. Dans certaines expériences, les 

moDC ont été prétraitées pendant une heure avec un pool d’anticorps anti-CMH de classe II 

(DP, DQ et DR, chacun à 10 µg.mL-1). Les spots sont ensuite révélés après ajout d’extravidine 

et du substrat BCIP (Sigma Aldrich). Les spots sont comptés avec un lecteur de plaque ELISpot 
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(AID ELISpot Reader ; Mabtech). Un puits de LT est considéré positif -et donc contenant des 

cellules spécifiques de l’antigène- lorsque le nombre de spots est au moins le double que celui 

de la condition contrôle (moDC non chargées) avec un nombre minimal de 25 spots. La 

fréquence des LT spécifiques de l’antigène (IFX natif ou agrégé) est alors calculée en utilisant 

la loi statistique de Poisson :  

𝐹𝑟é𝑞𝑢𝑒𝑛𝑐𝑒 =
−ln	(𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒	𝑑𝑒	𝑝𝑢𝑖𝑡𝑠	𝑛é𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓𝑠 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒	𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑑𝑒	𝑝𝑢𝑖𝑡𝑠	𝑡𝑒𝑠𝑡é𝑠⁄ )

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒	𝑑𝑒	𝐿𝑇	𝑑é𝑝𝑜𝑠é𝑠	𝑝𝑎𝑟	𝑝𝑢𝑖𝑡𝑠  

Analyses statistiques 

Les comparaisons entre les données ont été réalisées par un test de Mann-Whitney, à l’aide du 

logiciel GraphPad Prism. Les résultats sont considérés comme significativement différent pour 

un p < 0,05. 

 

2.2. Résultats 

Caractérisation des agrégats d’infliximab HS 

Des agrégats ont été générés en soumettant l’IFX natif (à 1 mg.mL-1) à un stress thermique (HS) 

à 55℃. Une cinétique a été réalisée afin de tester l’effet de la durée du stress (1, 2, 3, 4, 6 ou 24 

heures) sur l’agrégation de l’IFX. Les agrégats formés ont été caractérisés par deux méthodes 

orthogonales (SEC et MFI) sur 3 échantillons indépendants.  

L’analyse par SEC a montré une réduction de l’aire sous la courbe du monomère avec la durée 

de stress pour passer de 0,9 mg.mL-1 de monomères restants après 1 heure de stress thermique 

(HS1) à moins de 0,1 mg.mL-1 après 24 heures de stress (HS24) (figure 20a). L’analyse a 

également montré l’absence d’oligomères solubles. Ces résultats nous permettent d’estimer que 

la quantité d’agrégats insolubles formés augmente avec le temps parallèlement à la réduction 

de la concentration en monomères. 
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L’analyse par MFI a permis de déterminer la distribution de taille des particules présentes dans 

les solutions agrégées. La représentation de la fréquence des agrégats en fonction de leur taille 

a montré une distribution de tailles similaire entre les agrégats formés suite aux différentes 

durées de stress thermique (1, 2, 3, 4 et 6 heures) avec 75 % des agrégats ayant une taille 

inférieure à 11,5 µm. Pour simplifier, nous avons choisi de présenter la distribution de taille des 

agrégats HS1, HS6 et HS24 uniquement (figures 20 b et c). Toutefois, le stress thermique 

pendant 24 heures a induit la formation d’agrégats plus grands (figure 20b, HS24). 

Ces résultats montrent que la quantité et la taille des agrégats d’IFX augmentent avec le temps 

lorsque la solution d’anticorps est soumise à un stress thermique. 
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Figure 20 : Caractérisation des agrégats d’infliximab produits après stress thermique. 
(a) Chromatographie d’exclusion stérique (SEC) : concentration d’infliximab restant sous forme monomérique 
après un stress thermique d’une durée variant entre 1 et 24 heures ; (b) Imagerie de flux par microscopie (MFI) : 
chaque courbe représente la distribution de taille pour une préparation d’agrégats d’infliximab produits après un 
stress thermique (1, 6 ou 24 heures) ; chaque point correspond à la fréquence des particules de taille déterminée ; 
(c) Imagerie de flux par microscopie (MFI) pour les agrégats HS1 : distribution de taille des agrégats d’infliximab 
produits après un stress thermique d’1 heure ; chaque barre correspond à la fréquence des particules de taille 
détermine ; la courbe représente la fréquence cumulée 
HS : heat stress, le chiffre correspond à la durée du stress (1, 2, 3, 4, 6 ou 24 heures) 

Activation des cellules dendritiques en réponse aux agrégats d’infliximab HS 

Afin d’étudier l’effet des différentes préparations d’agrégats d’IFX sur la réponse des DC, nous 

avons analysé l’expression des marqueurs de surface CD83, CD86 et PD-L1 des moDC après 
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24 heures de traitement avec 100 µg.mL-1 d’IFX natif (N) ou d’IFX agrégés HS1, HS2, HS3, 

HS4, HS6 ou HS24, ou 25 ng.mL-1 de LPS comme témoin positif. La viabilité cellulaire évaluée 

par un marquage à l’iodure de propidium était supérieure à 75 % pour toutes les conditions. 

L’analyse du phénotype des moDC a montré que les agrégats d’IFX HS3, HS4, HS6 et HS24 

induisaient une augmentation significative de l’expression de CD83 et CD86 par rapport à l’IFX 

natif. L’expression de PD-L1 était augmentée en réponse aux agrégats IFX HS4, HS6 et HS24 

uniquement. Par ailleurs, les agrégats IFX HS1 et HS2 n’induisaient pas d’augmentation 

significative de l’expression de ces marqueurs (figure 21). 

 
Figure 21 : Activation des cellules dendritiques en réponse aux agrégats d’infliximab HS. 
Les moDC sont traités pendant 24 heures avec 100 µg.mL-1 d’IFX natif ou agrégé (HS1, HS2, HS3, HS4, HS6, 
HS24) ou 25 ng.mL-1 de LPS. Les résultats sont exprimés en intensité de fluorescence relative (RFI) de 
l’expression des marqueurs de surface, mesurée par cytométrie en flux, des cellules traitées avec l’IFX natif ou 
agrégé par rapport aux cellules non traitées (n=4, * : p < 0,05 ; analyse statistique par le test de Mann-Whitney, 
comparant l’effet des agrégats d’IFX à celui de l’IFX natif). 

Internalisation des agrégats d’infliximab HS par les cellules dendritiques 

Les agrégats d’IFX produits sous stress thermique (55℃) pendant 1 heure (HS1) et 24 heures 

(HS24) ont été marqués à l’Alexa Fluor 488 (AF-IFX HS1 et AF-IFX HS24).  

Les moDC ont été incubées avec 100 µg.mL-1 d’agrégats d’IFX marqués (AF-IFX HS1 et AF-

IFX HS24) pendant 30, 60 et 120 minutes à 4℃ ou 37℃. Nous avons analysé par cytométrie 

en flux l’émission de fluorescence associée aux moDC.  

Les agrégats seuls apparaissent sur les graphes présentant la taille et la granularité (figure 22). 

Nous observons que les agrégats HS1 (figure 22b) sont de taille inférieure à celle des moDC 



  Résultats – Partie II : Résultats complémentaires 

173 
 
 

(figure 22a) alors qu’une partie des agrégats HS24 (figure 22c) sont de la même taille que les 

moDC puisqu’ils apparaissent dans la fenêtre d’analyse dédiée aux cellules.  

Lorsque les cellules sont incubées à 37℃, on observe une augmentation de la fluorescence 

mesurée par cytométrie en flux (figures 22 d et e) par HS1 et HS24. La fluorescence augmente 

avec le temps d’incubation et elle est plus importante pour les agrégats HS1 que par les agrégats 

HS24 (figures 22 d et e). Ces résultats suggèrent que les agrégats d’IFX seraient internalisés 

par les moDC et que cette internalisation augmente avec le temps.  

 
Figure 22 : Étude de l’internalisation des agrégats d’IFX HS1 et HS24 par les moDC par 
cytométrie en flux. 
Les moDC sont incubées pendant 30, 60 ou 120 minutes à 4 ou 37℃ avec 100 µg.mL-1 d’agrégats d’IFX HS1 ou 
HS24 marqués à l’Alexa Fluor 488 pour ensuite être lavées et analysées par cytométrie en flux ; (a) moDC non 
stimulées utilisées comme contrôle négatif ; (b) agrégats d’IFX HS1 ; (c) agrégats d’IFX HS24 ; (d) fluorescence 
des moDC incubées avec des agrégats HS1 pendant 30, 60 ou 120 minutes, à 4℃ (gris) ou à 37℃ (rouge) ; (e) 
moDC incubées avec des agrégats HS24 pendant 30, 60 ou 120 minutes, à 4℃ (gris) ou à 37℃ (vert). 
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Identification de LT CD4+ naïfs spécifiques de l’infliximab natif et agrégé HS1 

Le modèle de co-culture autologues de moDC et de LT CD4+ naïfs a été utilisé pour identifier 

les LT spécifiques de l’IFX natif ou agrégé. Un schéma récapitulatif du protocole global est 

donné dans la figure 23. 

 
Figure 23 : Schéma récapitulatif du protocole de co-culture autologues de cellules 
dendritiques et de lymphocytes T CD4+ naïfs. 
 

Pour étudier le répertoire de LT CD4+ reconnaissant spécifiquement les agrégats d’IFX en 

évitant au mieux un effet activateur des moDC, nous avons sélectionné les agrégats générés 

après 1 heure de stress à température élevée (IFX HS1) qui n’induisaient pas l’augmentation de 

l’expression des marqueurs de surface des moDC. Nous avons réalisé des co-cultures 

autologues de moDC et les LT CD4+ naïfs pour 5 donneurs différents. Pour chaque donneur, 

les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture d’une part avec des moDC chargées avec l’IFX natif 

et d’autre part avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé HS1. 

Ces co-cultures nous ont permis de détecter un répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX 

natif chez 4 des 5 donneurs testés (PM5, PM7, PM10 et PM11) avec une fréquence moyenne 

de 0,31 LT CD4+ naïfs spécifiques de l’IFX natif par million de LT CD4+ naïfs circulants. 
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D’autre part, nous avons également pu détecter un répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant 

les agrégats d’IFX HS1 chez les 5 donneurs testés (PM5, PM6, PM7, PM10 et PM11) avec une 

fréquence moyenne de 0,81 LT CD4+ naïfs spécifiques des agrégats d’IFX HS1 par million de 

LT CD4+ naïfs circulants (figure 24). Ces résultats suggèrent que la fréquence de LT CD4+ 

naïfs reconnaissant les agrégats d’IFX serait plus élevée que celle des LT CD4+ naïfs 

reconnaissant l’IFX natif.  

 
Figure 24 : Fréquence de LT CD4+ naïfs spécifiques de l’IFX natif ou agrégé HS1. 
Fréquence de LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX natif ou agrégé chez 5 donneurs différents. L’axe des ordonnées 
représente la fréquence calculée selon la loi de Poisson et l’axe des abscisses représente les différents donneurs. 
Le nombre de puits positives parmi ceux testés pour chaque donneur est représenté entre parenthèses. 

Les résultats du donneur PM5 sont présentés dans les figures 25 et 26 ci-dessous comme 

expérience représentative des 5 donneurs testés.  

Les LT CD4+ naïfs mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargées avec l’IFX natif 

ont été testés pour évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX natif, et ceci en réalisant un premier 

ELISpot IFN-γ. Dans cet ELISpot 1, les LT ont été stimulés avec des moDC non chargées ou 

des moDC chargées avec l’IFX natif. Les résultats montrent que sur les 72 puits de LT naïfs 

testés, 3 étaient positifs selon le critère indiqué dans la section matériel & méthodes et donc 

capables de reconnaître l’IFX natif (figure 25a). Un second ELISpot a été réalisé sur les LT de 

ces 3 puits positifs pour évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX agrégé HS1. Dans cet ELISpot 

2, les LT ont été stimulés avec des moDC non chargées, ou des moDC chargées avec l’IFX 
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natif, ou avec l’IFX agrégé HS1. Les résultats obtenus montrent que 2 de ces 3 puits sont positifs 

pour l’IFX natif et pour l’IFX agrégé. Ceci indique que les LT de ces puits positifs ont 

également été capables de reconnaître des motifs communs entre IFX natif et agrégé (figure 

25b). 

Pour l’ensemble des 5 donneurs, les résultats de réactivité croisée avec l’IFX agrégé HS1 des 

LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX natif sont présentés dans la figure 25c. 

 
Figure 25 : Détection des LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX natif et réactivité croisée 
avec la forme agrégée HS1. 
Les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargés avec l’IFX natif. La spécificité 
de la réponse de ces LT a été évaluée après 28 jours par des ELISpot IFN-γ.  
(a, b) Images et nombre de spots IFN-γ des puits positifs détectés pour le donneur PM5, (a) ELISpot 1 : les LT ont 
été mis en culture avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX 
N-loaded DC) ; (b) ELISpot 2 : les LT des puits détectés positifs en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des 
moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ou avec 
l’IFX agrégé HS1 (IFX HS1-loaded DC) ; 
(c) Nombre de spots IFN-γ pour les puits positifs (well désigné par W) détectés en ELISpot 2 chez les 5 donneurs 
testés où les LT des puits détectés positifs en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC non chargées 
(Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ou avec l’IFX agrégé HS1 (IFX 
HS1-loaded DC).  
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Par ailleurs, les LT CD4+ naïfs mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargées avec 

l’IFX agrégé HS1 ont été testés pour évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX agrégé HS1, et 

ceci en réalisant un premier ELISpot IFN-γ. Dans cet ELISpot 1, les LT ont été stimulés avec 

des moDC non chargées ou des moDC chargées avec l’IFX agrégé HS1. Les résultats montrent 

que sur les 60 puits de LT naïfs testés, 6 étaient positifs et donc capables de reconnaître l’IFX 

agrégé HS1 (figure 26a). Un second ELISpot a été réalisé sur les LT de ces 6 puits positifs pour 

évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX natif. Dans cet ELISpot 2, les LT ont été stimulés avec 

des moDC non chargées ou des moDC chargées avec l’IFX agrégé HS1, ou avec l’IFX natif. 

Les résultats obtenus montrent que 3 de ces 6 puits sont uniquement positifs pour l’IFX agrégé 

HS1 (figure 26b). 

Pour les 5 donneurs, les résultats de réactivité croisée avec l’IFX natif des LT CD4+ naïfs 

reconnaissant l’IFX agrégé HS1 sont présentés dans la figure 26c. Pour chaque donneur, nous 

détectons certains puits de LT spécifiques uniquement des agrégats d’IFX HS1 alors que 

d’autres reconnaissent également l’IFX natif. Ces résultats suggèrent que la spécificité de la 

réponse vis à vis des agrégats serait due à la reconnaissance de peptides dérivant de l’anticorps 

agrégé. 
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Figure 26 : Détection des LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX agrégé HS1 et réactivité 
croisée avec la forme native. 
Les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargés avec l’IFX agrégé HS1. La 
spécificité de la réponse de ces LT a été évaluée après 28 jours par des ELISpot IFN-γ.  
(a, b) Images et nombre de spots IFN-γ des puits positifs détectés pour le donneur PM5, (a) ELISpot 1 : les LT ont 
été mis en culture avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé 
HS1 (IFX HS1-loaded DC) ; (b) ELISpot 2 : les LT des puits détectés positifs en ELISpot 1 ont été mis en culture 
avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé HS1 (IFX HS1-
loaded DC) ou avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ; 
(c) Nombre de spots IFN-γ pour les puits positifs (well désigné par W) détectés en ELISpot 2 chez les 5 donneurs 
testés où les LT des puits détectés positifs en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC non chargées 
(Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé HS1 (IFX HS1-loaded DC) ou avec l’IFX natif 
(IFX N-loaded DC). 
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Afin de vérifier l’implication des molécules du CMH de classe II dans l’activation des LT CD4+ 

naïfs spécifiques de l’IFX natif ou agrégé, nous avons réalisé un ELISpot IFN-γ sur les puits 

positifs détectés par l’ELISpot 1 pour le donneur PM7. Les moDC ont été prétraitées avec un 

pool d’anticorps bloquants des molécules du CMH de classe II (DP, DQ et DR) et ensuite 

chargées avec l’IFX natif ou agrégé HS1. La révélation de l’ELISpot a permis de confirmer la 

positivité des LT reconnaissant l’IFX natif ou agrégé et de montrer l’inhibition de l’activation 

des LT suite à la neutralisation des molécules du CMH de classe II, ce qui confirme que la 

réponse lymphocytaire détectée est dépendante des molécules du CMH (figure 27). 

 
Figure 27 : Implication des molécules du CMH de classe II dans l’activation des LT CD4+ 
naïfs reconnaissant l’IFX natif ou agrégé. 
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Les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargés avec l’IFX natif ou agrégé 
HS1. La spécificité de la réponse de ces LT a été évaluée après 28 jours par des ELISpot IFN-γ. Un premier 
ELISpot a permis de détecter les puits positifs contenant les LT spécifiques de l’IFX natif ou agrégé HS1. 
L’implication des molécules du CMH II dans l’activation des LT spécifiques a ensuite été évaluée par un deuxième 
ELISpot IFN-γ. 
(a, b) Images et nombre de spots IFN-γ des puits positifs détectés pour le donneur PM7, (a) LT spécifiques de 
l’IFX natif : les LT des puits détectés positifs pour l’IFX natif en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC 
non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ou avec des moDC 
prétraitées avec un pool d’anticorps anti-CMH II (DP, DQ et DR) et chargées avec l’IFX natif (Anti-MHC class 
II Ab + IFX N-loaded DC) ; (b) LT spécifiques de l’IFX agrégé HS1 : les LT des puits détectés positifs pour l’IFX 
agrégé HS1 en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC 
chargées avec l’IFX agrégé HS1 (IFX HS1-loaded DC) ou avec des moDC prétraitées avec un pool d’anticorps 
anti-CMH II (DP, DQ et DR) et chargées avec l’IFX agrégé HS1 (Anti-MHC class II Ab + IFX HS1-loaded DC). 
 

3. Partie 2 : Cas des oligomères solubles 

3.1. Matériel et Méthodes 

Production des agrégats 

L’infliximab lyophilisé (Remicade®, IFX), disponible sur le marché, a été reconstitué à une 

concentration de 10 mg.mL-1 avec de l’eau stérile. Pour induire la formation d’agrégats, les 

échantillons ont été dilués à 1 mg.mL-1 avec une solution de chlorure de sodium à 0,9 % et 

soumis à un stress de lumière ultraviolet (UV) à 365 nm pendant 1, 2, 5, 9, 14, 17 et 20 heures. 

Les échantillons ont ensuite été conservés à -80℃ jusqu’à leur emploi. La stabilité des agrégats 

a été vérifiée par des mesures de taille utilisant la chromatographie d’exclusion stérique (SEC) 

avant et après congélation et aucune modification n’a été observée. 

Caractérisation des agrégats 

La caractérisation a été réalisée à l’aide d’une méthode précédemment décrite (SEC).  

L’analyse par SEC des agrégats UV a permis de calculer le pourcentage d’oligomères solubles 

sortant de la colonne en comparant l’aire sous la courbe de chaque pic avec celle correspondant 

au monomère. 
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Co-culture autologue de cellules dendritiques et lymphocytes T 

Comme précédemment décrit, les cellules sont isolées de donneurs sains. Les moDC sont 

chargées avec l’IFX natif (N) ou agrégé sous un stress de lumière UV pendant 20 heures (UV) 

en présence du LPS sur la nuit et ensuite mises en culture avec les LT CD4+ naïfs isolés du 

même donneur en présence du cocktail cytokinique approprié. Trois re-stimulations de ces LT 

sont réalisées avec les moDC chargées, pour amplifier la réponse T spécifique.  

ELISpot IFN-γ 

Comme précédemment décrit, un ELISpot IFN-γ est réalisé une semaine après la dernière re-

stimulation et les lymphocytes spécifiques de l’anticorps natif (N) ou agrégé (UV) sont détectés. 

 

3.2. Résultats 

Caractérisation des agrégats d’infliximab UV 

Des agrégats ont été préparés en soumettant l’IFX natif (à 1 mg.mL-1) à un stress de lumière 

UV pendant 1, 2, 5, 9, 14, 17 et 20 heures. Les agrégats formés ont été caractérisés par la 

méthode d’exclusion stérique (SEC) sur 3 échantillons indépendants. L’analyse a permis de 

montrer une diminution du pic de monomères avec le temps et la détection de dimères dès 2 

heures de stress et de trimères dès 9 heures de stress (figure 28a). Ainsi, la cinétique réalisée 

montre une augmentation de la quantité d’agrégats solubles (dimères et oligomères) avec le 

temps. Ces résultats nous ont permis de sélectionner la durée de 20 heures pour le stress UV 

pour les expériences de co-cultures autologues, en raison de la perte de monomères au profit de 

l’apparition de dimères et d’oligomères solubles (figure 28b). 

La préparation et la caractérisation des agrégats IFX UV ont été réalisées en collaboration avec 

l’équipe « Protéines et Nanotechnologies en Sciences Analytiques » de l’UMR CNRS 8612. La 

caractérisation doit être complétée par l’analyse des échantillons avec la méthode d’imagerie 

de flux par microscopie (MFI) pour confirmer l’absence d’agrégats de taille micrométrique. 
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Figure 28 : Caractérisation des agrégats d’infliximab produits sous stress de lumière UV 
par chromatographie d’exclusion stérique. 
(a) Aires sous la courbe des pics de monomères détectés par SEC en fonction de la durée du stress UV ; (b) Aires 
sous la courbe des pics de dimères détectés par SEC en fonction de la durée du stress UV ; (c) Représentation des 
pics détectés par SEC lors de l’analyse d’une préparation d’agrégats d’infliximab produits sous un stress de lumière 
UV pendant 20 heures, les temps de rétention des particules sont précisés sur la courbe (*), les valeurs des aires 
sous la courbe pour chaque pic sont également indiquées. 

Identification de LT CD4+ naïfs spécifiques de l’infliximab natif et agrégé UV 

Pour étudier le répertoire de LT CD4+ reconnaissant l’IFX agrégé UV (dimères et oligomères 

solubles), nous avons réalisé des co-cultures autologues de moDC et les LT CD4+ naïfs pour 3 

donneurs différents. Pour chaque donneur, les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture d’une part 

avec des moDC chargées avec l’IFX natif et d’autre part avec des moDC chargées avec l’IFX 

agrégé UV préparé en soumettant l’IFX à 20 heures de stress. 

Ces co-cultures nous ont permis de détecter un répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX 

natif chez 1 des 3 donneurs testés (PL4). D’autre part, nous avons également pu détecter un 
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répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant les agrégats d’IFX UV chez les 3 donneurs testés 

(PL1, PL4 et PL5) (figure 29). Ces résultats préliminaires suggèrent que la fréquence de LT 

CD4+ naïfs spécifiques de l’IFX agrégé UV serait supérieure à celle des LT CD4+ naïfs 

spécifiques de l’IFX natif. 

 
Figure 29 : Fréquence de LT CD4+ naïfs spécifiques de l’IFX natif ou agrégé UV. 
Fréquence de LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX natif ou agrégé chez 3 donneurs différents. L’axe des ordonnées 
représente la fréquence calculée selon la loi de Poisson et l’axe des abscisses représente les différents donneurs. 
Le nombre de puits positifs pour chaque donneur est donné entre parenthèses. 

Les résultats du donneur PL4 sont présentés dans les figures 30 et 31 ci-dessous comme 

expérience représentative des 3 donneurs testés.  

Les LT CD4+ naïfs mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargées avec l’IFX natif 

ont été testés pour évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX natif, et ceci en réalisant un premier 

ELISpot IFN-γ. Dans cet ELISpot 1, les LT ont été stimulés avec des moDC non chargées ou 

des moDC chargées avec l’IFX natif. Les résultats montrent que sur les 50 puits de LT naïfs 

testés, 1 était positif et donc capable de reconnaître l’IFX natif (figure 30a). Un second ELISpot 

a été réalisé sur les LT de ce puits positif pour évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX agrégé 

UV. Dans cet ELISpot 2, les LT ont été stimulés avec des moDC non chargées ou des moDC 

chargées avec l’IFX natif, ou avec l’IFX agrégé UV. Les résultats obtenus montrent que ce 

puits est positif pour l’IFX natif et pour l’IFX agrégé UV. Ceci indique que les LT de ce puits 
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ont également été capables de reconnaître des motifs communs entre IFX natif et agrégé (figures 

30 b et c). 

 
Figure 30 : Détection des LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX natif et réactivité croisée 
avec la forme agrégée UV. 
Les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargés avec l’IFX natif. La spécificité 
de la réponse de ces LT a été évaluée après 28 jours par des ELISpot IFN-γ.  
(a, b) Images et nombre de spots IFN-γ du puits positif détecté pour le donneur PL4, (a) ELISpot 1 : les LT ont été 
mis en culture avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX 
N-loaded DC) ; (b) ELISpot 2 : les LT du puits détecté positif en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC 
non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ou avec l’IFX 
agrégé UV (IFX UV-loaded DC) ; 
(c) Nombre de spots IFN-γ pour les puits positifs (well désigné par W) détectés en ELISpot 2 chez les 3 donneurs 
testés où les LT du seul puits détecté positif en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC non chargées 
(Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ou avec l’IFX agrégé UV (IFX 
UV-loaded DC). 

Par ailleurs, les LT CD4+ naïfs mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargées avec 

l’IFX agrégé UV ont été testés pour évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX agrégé UV, et 

ceci en réalisant un premier ELISpot IFN-γ. Dans cet ELISpot 1, les LT ont été stimulés avec 

des moDC non chargées ou des moDC chargées avec l’IFX agrégé UV. Les résultats montrent 

que sur les 50 puits de LT naïfs testés, 2 étaient positifs et donc capables de reconnaître l’IFX 

agrégé UV (figure 31a). Un second ELISpot a été réalisé sur les LT de ces 2 puits positifs pour 

évaluer leur capacité à reconnaître l’IFX natif. Dans cet ELISpot 2, les LT ont été stimulés avec 

des moDC non chargées ou des moDC chargées avec l’IFX agrégé UV, ou avec l’IFX natif. 
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Les résultats obtenus montrent que ces puits étaient négatifs pour l’IFX natif indiquant que les 

LT n'ont pas été capables de reconnaître l’IFX natif (figure 31b).  

Les résultats de réactivité croisée avec l’IFX natif des LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX 

agrégé UV détectés chez les 3 donneurs sont présentés dans la figure 31c. Pour 2 des 3 donneurs 

(PL1 et PL4), nous détectons des LT spécifiques uniquement des agrégats d’IFX UV, ce qui 

suggère la reconnaissance de peptides dérivant de la forme agrégée de l’IFX. Dans le cas du 

troisième donneur (PL5), les LT reconnaissent à la fois l’IFX natif et agrégé, ce qui indique que 

les peptides présentés par les moDC et reconnus par les LT sont communs aux préparations 

d’IFX natif et agrégé UV. 

 
Figure 31 : Détection des LT CD4+ naïfs reconnaissant l’IFX agrégé UV et réactivité 
croisée avec la forme native. 
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Les LT CD4+ naïfs ont été mis en culture pendant 28 jours avec des moDC chargés avec l’IFX agrégé UV. La 
spécificité de la réponse de ces LT a été évaluée après 28 jours par des ELISpot IFN-γ.  
(a, b) Images et nombre de spots IFN-γ des puits positifs détectés pour le donneur PL4, (a) ELISpot 1 : les LT ont 
été mis en culture avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé 
UV (IFX UV-loaded DC) ; (b) ELISpot 2 : les LT des puits détectés positifs en ELISpot 1 ont été mis en culture 
avec des moDC non chargées (Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé UV (IFX UV-loaded 
DC) ou avec l’IFX natif (IFX N-loaded DC) ; 
(c) Nombre de spots IFN-γ pour les puits positifs (well désigné par W) détectés en ELISpot 2 chez les 2 donneurs 
testés où les LT des puits détectés positifs en ELISpot 1 ont été mis en culture avec des moDC non chargées 
(Unloaded DC) ou avec des moDC chargées avec l’IFX agrégé UV (IFX UV-loaded DC) ou avec l’IFX natif (IFX 
N-loaded DC). 
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L’objectif de ce travail de thèse était d’approfondir notre compréhension du rôle des agrégats 

de protéines thérapeutiques dans leur immunogénicité. Différentes études ont montré que la 

présence d’agrégats dans les préparations de biomédicaments pouvait favoriser le 

déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative spécifique (Kraus et al., 2019). Notre 

travail a permis d’étudier cette réponse en évaluant l’interaction des agrégats avec les DC et ses 

conséquences sur la réponse lymphocytaire. 

Ainsi, nous avons testé différents types de stress pour préparer des agrégats d’anticorps que 

nous avons caractérisés par des méthodes physico-chimiques orthogonales afin d’estimer pour 

chaque préparation la quantité, la structure et la taille des agrégats formés (Mahler et al., 2009). 

Par la suite, nous avons étudié l’effet des agrégats sur la réponse immunitaire, et plus 

particulièrement sur la maturation des DC et par conséquent sur l’activation des LT en utilisant 

des modèles in vitro de co-cultures autologue et allogénique de moDC et de LT CD4+. 

Notre équipe était partenaire dans le consortium européen ABIRISK (2012-2018), financé par 

l’Innovative Medicine Initiative. L’objectif de ce consortium était de développer une approche 

intégrative pour l’étude de l’immunisation des patients aux biomédicaments. En partenariat 

avec des industriels (Novartis et Bayer), nous avons étudié l’effet de quatre anticorps 

thérapeutiques (infliximab, rituximab, adalimumab, natalizumab) et de leurs agrégats produits 

par différents types de stress sur la modulation de la réponse des moDC. Les modifications 

phénotypiques des moDC ont été évaluées en mesurant différents paramètres dont l’expression 

des marqueurs membranaires d’activation (CD83) et de costimulation (CD86), l’expression des 

ARNm et la sécrétion de cytokines et chimiokines (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNFα, CCL3 et 

CCL4), et l’activation de voies de signalisation (Syk, Akt, ERK). Les résultats obtenus ont 

montré entre autres que l’infliximab, anticorps monoclonal chimérique anti-TNFα, était le plus 

susceptible à l’agrégation et que ceci corrélait avec le plus fort niveau de maturation des moDC 

induit par les agrégats (Morgan et al., 2019), (Annexe II). Partant de ces résultats, nous avons 
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choisi l’infliximab comme modèle pour la préparation des agrégats et l’étude de leur 

immunogénicité dans ce travail de thèse. Dans la pratique clinique, jusqu’à 58 % des patients 

traités par cet anticorps développent des ADA pouvant conduire à la perte de son efficacité 

clinique (Ungar et al., 2014; Van Stappen et al., 2018). Concernant son agrégation, l’étude de 

la structure cristalline de l’infliximab a montré un potentiel d’auto-association par ses fragments 

Fab (Lerch et al., 2017). De plus, il a été montré que la formation d’agrégats d’infliximab 

lorsqu’il est soumis à un stress de température élevée est due au dépliement de l’anticorps et 

l’exposition de ses sites hydrophobes (Pisupati et al., 2017).  

 

1. Évaluation des mécanismes cellulaires impliqués dans l’activation des cellules 
dendritiques humaines et des lymphocytes T par les agrégats d’infliximab 

 
Dans la première partie de notre travail, nous nous sommes intéressés aux mécanismes précoces 

de signalisation impliqués dans la reconnaissance des agrégats protéiques comme signal de 

danger par les DC et leur effet sur la réponse lymphocytaire.  

Nous avons préparé des agrégats d’infliximab en soumettant l’anticorps concentré à 10 mg.mL-1 

à un stress de température élevée. La caractérisation des préparations d’agrégats a montré que 

ce stress a abouti à une réduction de 95 % de la concentration en monomères d’infliximab. Cette 

perte de monomères était associée à la formation d’agrégats insolubles de taille supérieure à 1 

µm. Parmi ces agrégats, ceux ayant une taille de 5 à 15 µm constituaient une population 

majoritaire, mais des agrégats de tailles supérieures allant jusqu’à plus de 200 µm étaient 

également présents dans les préparations. Plusieurs études comparant différents types de stress 

ont montré que des températures élevées pouvaient conduire à la dénaturation des anticorps et 

la formation de quantité élevée d’agrégats (Hawe et al., 2009; Joubert et al., 2011; Telikepalli 

et al., 2014). Joubert et collaborateurs ont également montré que les stress thermiques 

favorisaient l’apparition d’agrégats insolubles de taille importante pouvant aller de 1 à plus de 

100 µm (Joubert et al., 2011). Par ailleurs, le stress thermique que nous avons choisi pour notre 
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étude a préalablement été testé au cours de l’étude ABIRISK où les agrégats d’infliximab 

préparés induisaient l’activation des moDC (Morgan et al., 2019). Le choix de ce modèle 

d’agrégats était donc basé sur la mise évidence que les particules formées joueraient un rôle de 

signal de danger reconnu par les DC et l’objectif était d’évaluer les mécanismes cellulaires et 

moléculaires précoces impliqués dans le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative. 

Une fois les agrégats caractérisés, nous avons confirmé leur effet sur le phénotype des moDC. 

Nous avons montré qu’ils induisaient une augmentation concentration-dépendante de 

l’expression des marqueurs de surface, notamment les marqueurs de costimulation CD86 et 

d’activation CD83 et le récepteur aux chimiokines CXCR4. Ces résultats sont concordants avec 

ceux de la littérature où l’activation des moDC se traduit par la modulation d’expression de 

CD83 et CD86 en réponse aux agrégats de protéines thérapeutiques dont la GH recombinante 

humaine, le rituximab et d’autres anticorps monoclonaux IgG (Gallais et al., 2017; Rombach-

Riegraf et al., 2014). L’augmentation de l’expression du CXCR4 est également le signe de la 

maturation des moDC comme en réponse aux signaux de danger, tels que le LPS (Kabashima 

et al., 2007).  

Par ailleurs, nous avons montré une augmentation de la sécrétion des cytokines IL-6, IL-8, IL-

12p40 et IFNβ et des chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL17 et CCL22 par les moDC 

incubées avec les agrégats d’infliximab. Nous pouvons noter une concordance entre la signature 

cytokinique des moDC que nous déterminons et celle mise en évidence en présence d’autres 

anticorps thérapeutiques agrégés tels que le rituximab et une IgG1 humaine (Gallais et al., 

2017). De plus, une partie de ces protéines (IL-6, CCL2, CCL3 et CCL4) est également sécrétée 

par des PBMC stimulés avec des agrégats d’anticorps monoclonaux (Joubert et al., 2012). Ces 

PBMC sécrètent également de l’IL-1β, l’IL-10 et le TNFα en réponse aux agrégats, alors que 

la production de ces cytokines est très faible dans notre modèle de DC. Les PBMC sont riches 

en monocytes qui peuvent être les cellules principales sécrétrices des cytokines et chimiokines. 
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Toutefois, les monocytes et les DC peuvent sécréter les mêmes protéines inflammatoires en 

réponse aux signaux de danger (Arango Duque and Descoteaux, 2014; Blanco et al., 2008). Les 

différences dans les molécules sécrétées peuvent probablement s’expliquer par la différence 

entre les types d’agrégats de protéines utilisés. Ainsi, en fonction de la protéine et du stress 

appliqué, les agrégats formés peuvent différer en taille, en structure et en quantité et la réponse 

cellulaire à ses agrégats dépendrait de ces paramètres. En d’autres termes, la diversité des 

agrégats générés par ce type de stress « exagéré » peut induire l’activation des cellules de 

différentes manières : diversité des récepteurs engagés, diversité des voies de signalisation 

activées, qui finalement aboutiraient à des profils cytokiniques différents. Un exemple est donné 

par les agrégats de GH obtenus suite à un stress d’agitation, qui induisaient majoritairement la 

sécrétion de CXCL10 par les moDC, alors que les agrégats de rituximab formés suite au même 

stress, n’augmentaient pas la sécrétion de cette chimiokine (Gallais et al., 2017). D’autre part, 

et de manière intéressante, nous avons montré que les agrégats d’infliximab induisaient une 

sécrétion de TNFα similaire à celle des cellules non stimulées alors qu’en présence d’infliximab 

natif la production de TNFα était abolie. Ceci suggère que l’infliximab agrégé a perdu son 

activité biologique intrinsèque anti-TNFα, mais qu’il peut agir comme signal de danger pour 

activer les DC. 

Ayant confirmé la maturation des moDC en réponse aux agrégats d’infliximab, nous avons 

ensuite montré que les modifications phénotypiques des moDC induites étaient suffisantes pour 

induire la prolifération des LT et la production des cytokines IL-5, IL-13 et IL-9 dans un modèle 

de co-culture allogénique de moDC et de LT CD4+. D’autres études se sont également 

intéressées à la réponse lymphocytaire aux agrégats protéiques. En utilisant le même modèle, 

Gallais et collaborateurs ont montré une augmentation de la prolifération des LT mis en culture 

avec des moDC stimulées avec des agrégats protéiques produits sous stress d’agitation (GH 

recombinante humaine, rituximab et IgG1 humaine). Toutefois, la sécrétion cytokinique par les 
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LT peut différer selon la nature des agrégats testés. Ainsi, les préparations d’agrégats de 

rituximab et d’IgG1 induisaient la sécrétion des cytokines IL-5, IL-13, IL-17A et IFN-γ alors 

que les agrégats de GH provoquaient uniquement la production d’IFN-γ (Gallais et al., 2017). 

Comme précisé plus haut, le profil cytokinique n’était pas tout à fait identique entre les moDC 

exposées aux agrégats de GH et celles exposées aux agrégats d’anticorps. En plus de l’IL-12p40 

produite par les moDC, la production de CXCL10 en réponse aux agrégats de GH pouvait 

également favoriser la production d’IFN-γ par les LT et réduire celle d’IL-5 et d’IL-13. En 

effet, il a été montré que CXCL10 favorisait l’expression du facteur de transcription T-bet et 

augmentait donc la sécrétion d’IFN-γ tout inhibant l’expression de GATA-3 et ainsi la 

production d’IL-4, IL-5 et IL-13 (Romagnani et al., 2005). Ces observations pourraient 

partiellement expliquer nos résultats obtenus avec les agrégats d’infliximab qui n’induisaient 

pas la production de CXCL10 par les moDC. Toutefois, il serait intéressant d’évaluer 

l’expression des facteurs de transcription des LT pour pouvoir déterminer leur polarisation. Par 

ailleurs, Joubert et collaborateurs ont évalué la réponse des LT en exposant des PBMC 

humaines aux agrégats d’anticorps. Ces études ont montré une augmentation de la prolifération 

des LT et la sécrétion de différentes cytokines : IFN-γ, IL-2, IL-13 et TNFα (Joubert et al., 

2012, 2016). Ces résultats confirment donc le rôle de signal de danger des agrégats protéiques 

qui activent les CPA, notamment les DC, de façon à pouvoir favoriser la prolifération des LT 

et la sécrétion de cytokines. 

Par la suite, nous avons évalué les mécanismes précoces impliqués dans la reconnaissance des 

agrégats en tant que signal de danger par les moDC. Les récepteurs au fragment Fc des IgG 

(FcγR) font partie des récepteurs pouvant induire l’activation des DC et sont des candidats 

potentiels pour la reconnaissance d’agrégats d’anticorps. Il existe plusieurs types de FcγR qui 

diffèrent entre eux selon leur affinité aux IgG et leur expression sur les cellules immunitaires. 

Le FcγRIIa (activateur), le FcγRIIb (inhibiteur) et le FcγRIII (activateur) possèdent une affinité 
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élevée aux complexes immuns et aux agrégats d’IgG. De plus, les FcγRIIa et FcγRIIb sont les 

plus exprimés parmi les FcγR sur les DC et les moDC différenciées in vitro (Bournazos et al., 

2016; Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Ainsi, nous avons focalisé notre étude sur la voie du 

FcγRIIa et de la tyrosine kinase Syk qui est activée suite à l’engagement des FcγR activateurs. 

D’abord, en utilisant un anticorps bloquant spécifique du FcγRIIa, nous avons montré que ce 

récepteur était impliqué et nécessaire à l’activation des moDC induite par les agrégats 

d’infliximab. En effet, la neutralisation du FcγRIIa a conduit à la diminution de l’expression 

des marqueurs de surface des moDC ainsi que de la production des cytokines et chimiokines 

inflammatoires. La fixation des agrégats au FcγRIIa suppose la phosphorylation sous-jacente 

de Syk, qui à son tour induit l’activation de différentes voies de signalisation nécessaires aux 

différentes fonctions des DC : expression des marqueurs de surface, production de cytokines et 

chimiokines et internalisation des antigènes et leur présentation (Rosales and Uribe-Querol, 

2017). Nous avons tout d’abord confirmé l’augmentation précoce de la phosphorylation de Syk 

induite par les agrégats d’infliximab. Par la suite, nous avons utilisé un inhibiteur 

pharmacologique spécifique de Syk et nous avons ainsi montré que cette kinase est impliquée 

dans l’activation des moDC et des LT CD4+. D’une part, l’inhibition de Syk a induit l’abolition 

de l’expression des marqueurs de surface des moDC et de la production des cytokines et 

chimiokines inflammatoires en réponse aux agrégats d’infliximab. D’autre part, nous avons pu 

montrer que cette inhibition aboutissait à la réduction de la prolifération des LT et de la 

sécrétion des cytokines, indiquant que l’activation des moDC via Syk est indispensable pour 

l’obtention d’une réponse T aux agrégats d’infliximab. Il est important de noter que selon la 

nature des agrégats, différentes voies de reconnaissance et de signalisation peuvent être 

engagées. Ainsi, la neutralisation des FcγR et des TLR 2 et 4 dans les PBMC humaines par 

Joubert et collaborateurs a permis de mettre en évidence l’implication de ces récepteurs dans 

l’activation des PBMC, notamment les TLR et les FcγRI et FcγRIII (Joubert et al., 2012). Ces 
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deux derniers sont largement exprimés à la surface des monocytes, toutefois leur expression est 

nettement diminuée lors de la différenciation in vitro des monocytes en moDC (Boruchov et 

al., 2005). La divergence observée dans les résultats est donc probablement due à l’expression 

différentielle des FcγR à la surface des cellules immunitaires. Par ailleurs, dans un travail 

complémentaire (Annexe I), nous avons montré que les agrégats de GH, produits par stress 

d’agitation, induisaient la phosphorylation de p38 MAPK, ERK, JNK et NF-κB (Nabhan et al., 

2019). L’étude de voies de signalisation précoces nous a permis de montrer que les protéines 

intracellulaires Rac1 et PI3K étaient impliquées dans la phosphorylation des MAP kinases ainsi 

que dans la production de la chimiokine CXCL10 (Nabhan et al., 2019). La phosphorylation de 

p38 MAPK, ERK et JNK a également été induite dans les PBMC en réponse à des agrégats 

d’immunoglobuline intraveineuse (IVIG) et des agrégats de bévacizumab (Avastin) produits 

suite à un stress d’agitation (Polumuri et al., 2018). Quant aux agrégats d’infliximab testés au 

cours de l’étude ABIRISK (Annexe II), ils induisaient la phosphorylation de Syk, ERK et Akt 

et n’avaient pas d’effet sur JNK et p38 MAPK (Morgan et al., 2019). Tous ces résultats 

montrent la diversité des voies de signalisation induites par les agrégats de protéines.  

Au total, les résultats de cette première partie du travail ont donc permis de montrer d’une 

manière claire que les agrégats d’infliximab, jouant le rôle de signal de danger, induisaient la 

maturation des moDC et l’activation des LT CD4+ via la voie FcγRIIa-Syk (figure 32). 

Toutefois, il est important de noter que les stress « exagérés » employés dans les différentes 

études citées ci-dessus induisent la formation d’agrégats de tailles variées allant à plus de 100 

µm. La présence de gros agrégats, pouvant avoir une taille supérieure à celle des cellules, nous 

laisse penser que plusieurs récepteurs peuvent être engagés à la fois à la surface d’une même 

cellule. Les récepteurs, identiques ou différents, peuvent induire à leur tour l’activation de 

plusieurs voies de signalisation responsables des modifications phénotypiques des cellules 

immunitaires. Ainsi, la diversité de la réponse observée dans ces différentes études permet de 
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mettre en évidence un comportement différent des cellules immunitaires en fonction de la 

nature des agrégats employés. Cependant, notre modèle d’étude montre ses limites avec 

l’utilisation de préparations comportant des agrégats de grosses tailles avec lesquels on a 

l’impression que les moDC sont « sur-activées ». 

 

Figure 32 : Mécanismes impliqués dans l’activation des cellules dendritiques humaines et 
des lymphocytes T CD4+ par les agrégats d’infliximab. 

 

2. Rôle de l’agrégation de l’infliximab dans la génération de nouveaux épitopes de 
l’infliximab 

 
Les DC sont des cellules sentinelles du système immunitaire. Elles ont la capacité de détecter 

les signaux de danger, capturer les antigènes et les présenter aux LT afin de déclencher une 

réponse immunitaire adaptative spécifique. Nous avons préalablement mis en évidence le rôle 

de signal de danger des agrégats d’infliximab. Dans cette deuxième partie du travail, nous nous 

sommes intéressés au rôle de l’agrégation dans l’altération des mécanismes d’apprêtement et 

de présentation de peptides aux LT CD4+ pour potentiellement favoriser l’activation spécifique 

de ces cellules. 
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Pour cela, nous avons préparé des agrégats en soumettant l’infliximab concentré à 1 mg.mL-1 à 

2 types et plusieurs temps de stress. D’une part, un stress thermique (HS) a permis de produire 

des agrégats de taille micrométrique dont 75 % ayant une taille inférieure à 11,5 µm (stress de 

1 à 6 heures). D’autre part, un stress de lumière (UV) a permis d’induire uniquement la 

formation de dimères et d’oligomères solubles. Pour les 2 types de stress, la quantité d’agrégats 

formés augmentait avec le temps de stress induit. Le choix de l’utilisation de ces stress dans 

cette partie de l’étude était basé sur la nécessité de se rapprocher au mieux des tailles d’agrégats 

pouvant être détectés dans les préparations injectables, notamment celles des oligomères 

solubles dont l’effet est évalué pour la première fois dans un modèle in vitro. Les études 

évaluant l’immunogénicité des agrégats ont pour la plupart employé des stress artificiels 

exagérés qui aboutissaient à la formation de quantités élevées d’agrégats hétérogènes de toutes 

les tailles et de toutes les formes (Moussa et al., 2016a). De ce fait, les résultats obtenus à l’issue 

de ces études peuvent être contradictoires voire controversés. Par exemple, Fathallah et 

collaborateurs ont montré que les oligomères solubles (< 100 nm) sont les plus immunogènes 

(Fathallah et al., 2015) alors que Kijanka et collaborateurs ont suggéré que les agrégats 

d’anticorps submicrométriques (100 – 1000 nm) sont plus immunogènes que les oligomères 

solubles et les agrégats micrométriques (1 – 100 µm) (Kijanka et al., 2018) lorsqu’ils sont 

injectés chez la souris. Enfin, une étude in vitro a montré que les agrégats d’anticorps de taille 

entre 5 et 10 µm induisaient une sécrétion de cytokines par les PBMC plus importante, 

comparée à d’autres tailles d’agrégats (Telikepalli et al., 2015). 

 

2.1. Cas des agrégats de taille micrométrique 

Dans le cas des agrégats HS, nous avons commencé par évaluer l’activation des moDC. Nous 

avons montré que les agrégats d’infliximab produits sous 1 et 2 heures de stress thermique (HS1 

et HS2) n’induisaient pas d’augmentation significative de l’expression des marqueurs de 
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surface CD83, CD86 et PD-L1. Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus pour des 

agrégats de rituximab et de trastuzumab constituant moins de 3 % des préparations, où les 

agrégats de rituximab n’induisaient pas de modification de l’expression des marqueurs de 

surface, alors que les agrégats de trastuzumab induisaient une légère augmentation du CD86 et 

de l’HLA-DR (Ahmadi et al., 2015). Ceci suggère que de faibles quantités d’agrégats 

n’entraînent pas une activation détectable des moDC. Les agrégats HS sous 3, 4, 6 et 24 heures 

de stress induisaient une augmentation progressive de l’expression de ces marqueurs, indiquant 

que l’activation des moDC est augmentée avec la quantité d’agrégats dans les préparations. 

Toutefois il reste à confirmer si cette activation est due à l’augmentation de la quantité 

d’agrégats de taille supérieure à 10 µm ou à celle de l’ensemble des agrégats observées avec 

l’augmentation de la durée du stress. La préparation d’agrégats de tailles et de quantités bien 

définies permettrait de mieux répondre à ces hypothèses. 

Par ailleurs, nous avons montré que les agrégats d’infliximab HS1 et HS24 marqués à l’Alexa 

Fluor 488 pouvaient être internalisés par les moDC, et que cette internalisation augmentait avec 

le temps. Ahmadi et collaborateurs ont également montré que les agrégats de rituximab marqués 

étaient internalisés par les moDC et co-localisés avec les molécules HLA-DR après 30 min 

d’incubation (Ahmadi et al., 2015). L’internalisation des agrégats d’anticorps et leur co-

localisation avec les molécules du CMH de classe II indiquent qu’ils peuvent être apprêtés pour 

ensuite être présentés sous forme de peptides aux LT CD4+. 

Enfin, nous avons utilisé un modèle de co-cultures autologues de moDC et de LT CD4+ naïfs 

issus de donneurs sains pour évaluer la fréquence de LT spécifiques des agrégats d’infliximab. 

Nous avons choisi de comparer l’effet de l’infliximab natif à celui de l’infliximab agrégé HS1 

afin d’éviter au mieux l’effet signal de danger des agrégats et se focaliser sur leur rôle dans la 

modification des épitopes présentés aux LT. Les résultats obtenus chez 5 donneurs sains ont 

d’abord permis de déterminer une fréquence de 0,31 LT CD4+ naïf reconnaissant l’infliximab 
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natif par million de LT CD4+ naïfs circulants. Une étude de Delluc et collaborateurs avait 

permis de calculer une fréquence de 0,1 LT CD4+ spécifiques de l’infliximab natif par million 

de LT CD4+ totaux (Delluc et al., 2011). Étant donné le petit nombre de donneurs testés dans 

notre étude, cette différence traduit probablement la variabilité inter-individuelle. Ces 

fréquences sont du même ordre de grandeur que celles obtenues pour d’autres protéines 

thérapeutiques immunogènes tels que le rituximab, l’adalimumab et l’érythropoïétine 

recombinante humaine (fréquences respectives de 0,35, 0,33 et 0,53 LT spécifique par million 

de LT CD4+ totaux circulants) (Delluc et al., 2010, 2011). D’autres anticorps thérapeutiques 

moins immunogènes comme le trastuzumab et l’etanercept présentent des fréquences plus 

faibles (respectivement 0,02 et 0,01 LT spécifique par million de LT CD4+ totaux circulants) 

(Delluc et al., 2011). Par ailleurs, nous avons déterminé une fréquence de LT CD4+ naïfs 

reconnaissant les agrégats d’infliximab HS1 qui était 2,6 fois plus élevée que celle des LT 

reconnaissant l’infliximab natif. Ceci indique que la quantité et/ou la variété des épitopes 

présentés et reconnus par des LT spécifiques seraient plus importantes en présence d’agrégats 

qu’en présence de l’anticorps natif. Ce résultat est en accord avec l’étude de Rombach-Riegraf 

et collaborateurs qui montre par la technique du MAPPs une augmentation du nombre de 

peptides présentés par des moDC incubées avec des agrégats d’anticorps par rapport à celles 

incubées avec l’anticorps natif. Les auteurs suggèrent que l’internalisation d’un agrégat 

d’anticorps de taille micrométrique par les CPA induiraient une augmentation de la 

concentration protéique dans les endolysosomes, ce qui favoriseraient l’obtention de peptides 

en quantités plus importantes (Rombach-Riegraf et al., 2014). Par ailleurs, nous avons évalué 

la réactivité croisée des LT d’une part reconnaissant l’infliximab natif et d’autre part 

l’infliximab agrégé HS1. Dans un premier temps, nous avons montré que, sauf exception, les 

LT spécifiques de l’infliximab natif pouvaient également reconnaître les agrégats HS1. Ceci 

s’explique par le fait que dans cette préparation d’agrégats, il subsiste 90 % de monomères qui 
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sont potentiellement inducteurs de la réponse T observée. Dans un deuxième temps, nous avons 

montré que dans le cas des LT spécifiques des agrégats d’infliximab HS1, il existait des LT qui 

ne reconnaissaient que des motifs issus des agrégats alors que d’autres reconnaissaient des 

motifs communs à l’infliximab natif et agrégé. Une explication à ce résultat est que les 

modifications conformationnelles (dénaturation, dépliement et repliement) que peut subir un 

anticorps lorsqu’il est soumis à un stress pourraient favoriser l’exposition d’épitopes 

immunodominants (Rombach-Riegraf et al., 2014). Ainsi, l’agrégation induirait l’apparition de 

néo-épitopes qui expliquerait la spécificité de la réponse observée avec les agrégats 

d’infliximab HS1. 

 

2.2. Cas des oligomères solubles 

Dans le cas des oligomères solubles, les agrégats ont été produits suite à la soumission de 

l’infliximab à un stress de lumière UV. La caractérisation de ces agrégats a été faite par SEC 

qui nous a permis de distinguer les populations de monomères, de dimères et d’oligomères 

solubles. Il est prévu de compléter cette caractérisation par MFI et par DLS pour confirmer 

l’absence d’agrégats submicrométriques et micrométriques. Par ailleurs, il serait intéressant de 

savoir si l’obtention de ces oligomères a favorisé la formation de liaisons covalentes, ce qui 

renforcerait la notion d’irréversibilité. Cette question peut dans un premier temps être 

facilement adressée par la réalisation d’électrophorèses en conditions natives versus des 

conditions dénaturantes et réductrices. 

Des co-cultures autologues ont été réalisées chez 3 donneurs sains pour comparer les fréquences 

de LT CD4+ naïfs spécifiques de l’infliximab natif et des oligomères solubles d’infliximab issus 

de 20 heures de stress de lumière UV. Les résultats obtenus ont permis de déterminer une 

fréquence de LT CD4+ naïfs reconnaissant les agrégats d’infliximab UV plus élevée que celle 

des LT reconnaissant l’infliximab natif. Cette différence de fréquences suggère qu’en présence 
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de dimères et d’oligomères solubles, la quantité de peptides présentés serait plus importante 

qu’avec l’infliximab natif. Toutefois, en considérant donneur par donneur, le nombre de puits 

positifs contenant des LT reconnaissant l’infliximab natif ou agrégé, nous pouvons noter que 

cette différence reste assez faible. Ainsi, il s’avère nécessaire de confirmer ces résultats chez 

d’autres donneurs. Il serait également intéressant d’augmenter les concentrations d’anticorps et 

d’agrégats utilisées dans la stimulation des moDC afin de confirmer cette différence entre les 

fréquences de LT spécifiques des monomères et des oligomères. Ensuite, en évaluant la 

réactivité croisée des LT, nous avons montré que, comme pour les agrégats d’infliximab HS1, 

les LT spécifiques de l’infliximab natif pouvaient également reconnaître les agrégats UV. Ceci 

serait également dû à la conservation d’une population de monomères dans les préparations 

agrégées. D’autre part, nous avons montré que dans le cas des LT spécifiques de l’infliximab 

agrégé UV, il existait des LT qui reconnaissaient l’infliximab natif alors que d’autres ne 

reconnaissaient que des motifs dérivant des agrégats. Comme pour les agrégats HS1, la 

dimérisation et l’oligomérisation de l’infliximab pourraient induire l’apparition de néo-épitopes 

expliquant la spécificité de la réponse observée avec les agrégats d’infliximab UV. 

Dans la suite de cette étude, il semble nécessaire d’étudier l’effet des agrégats sur les moDC 

afin de vérifier leur rôle de signal de danger. En effet, il n’existe dans la littérature que deux 

études qui évaluent l’immunogénicité directe des dimères et des oligomères et ceci dans des 

modèles murins. D’une part, Fathallah et collaborateurs montrent que les oligomères de taille 

inférieure à 100 nm étaient les plus immunogènes par rapport au monomère et aux agrégats 

micrométriques (Fathallah et al., 2015). Par contre, Kijanka et collaborateurs affirment que des 

dimères d’un anticorps monoclonal produits par diminution de pH à 2,5, ou température élevée 

ou stress de lumière UV, ne sont pas immunogènes et n’induisaient pas une production d’ADA 

plus importante que l’anticorps natif chez la souris (Kijanka et al., 2019). 
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En somme, cette étude permet de suggérer que la présence d’agrégats dans les préparations 

d’anticorps induirait des modifications dans la présentation de peptides par les DC aux LT. Les 

altérations dans les mécanismes d’apprêtement et de présentation des peptides concerneraient 

les quantités de peptides présentés ainsi que leur diversité avec l’apparition de néo-épitopes qui 

favoriseraient l’activation de nouveaux LT naïfs. 
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Notre travail a permis en premier lieu la détermination d’événements clés dans la réponse 

cellulaire aux agrégats d’anticorps. Nous avons d’abord confirmé le rôle des agrégats 

d’infliximab en tant que signal de danger détecté par les DC et induisant une réponse 

lymphocytaire. Nous avons montré par la suite et pour la première fois l’implication de la voie 

Syk via FcγRIIa dans l’activation des moDC par les agrégats d’infliximab et dans la 

prolifération des LT CD4+ et la sécrétion de cytokines. Cependant, une des premières études in 

vitro évaluant l’effet des agrégats d’anticorps thérapeutiques sur la réponse immunitaire a 

montré l’implication d’autres récepteurs, tels que FcγRI et du FcγRIII ainsi que les TLR2 et 

TLR4 dans l’activation des PBMC (Joubert et al., 2012). L’expression de ces différents 

récepteurs n’est pas identique entre les cellules circulantes, notamment entre les moDC et les 

monocytes. Par ailleurs, la diminution d’expression du FcγRI et du FcγRIII lors de la 

différenciation in vitro des monocytes en moDC (Boruchov et al., 2005) pourrait expliquer le 

rôle prépondérant du FcγRIIa dans l’activation des moDC que nous avons décrit. Toutefois, il 

paraît vraisemblable que l’activation des moDC et des LT soit dépendante de plusieurs types 

de récepteurs. Il serait donc judicieux d’étudier l’implication d’autres récepteurs exprimés sur 

les moDC, tels que les TLR, ou le récepteur scavenger CD36 qui peut reconnaître des structures 

« amyloïd-like » pouvant être présentées par les protéines agrégées (Maas et al., 2007). Leur 

engagement suggèrerait l’activation de nouvelles voies de signalisation qui pourraient 

participer à l’expression des marqueurs de surface des moDC, à la sécrétion de cytokines et 

chimiokines et à l’internalisation des agrégats d’anticorps. 

Par ailleurs, l’effet des agrégats de protéines selon leur taille est notamment étudié dans des 

modèles in vivo (Fathallah et al., 2015; Kijanka et al., 2018; Telikepalli et al., 2015). Il serait 

donc intéressant de séparer les agrégats protéiques selon leur taille pour ensuite comparer l’effet 

de chaque population sur la réponse immunitaire en utilisant les modèles d’activation des 
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moDC et de co-culture allogénique. La séparation des agrégats pourrait par exemple se faire 

par cytométrie en flux (Telikepalli et al., 2015). 

 

Dans la deuxième partie de notre étude, nous avons utilisé deux types de stress (thermique et 

UV) qui nous ont permis de produire respectivement des agrégats de taille micrométrique et 

des oligomères solubles. Ces modèles d’agrégats ont été choisis afin de se rapprocher des 

conditions réelles des préparations injectables de biomédicaments (Nejadnik et al., 2018; 

Pardeshi et al., 2017).  

Il a précédemment été montré que les agrégats de rituximab pouvaient être internalisés par les 

moDC, et dirigés vers les compartiments endosomaux (Ahmadi et al., 2015). Nous avons 

montré dans une expérience préliminaire que les agrégats d’infliximab (HS1) étaient 

internalisés par les moDC. Il serait actuellement pertinent de déterminer le mécanisme exact 

d’internalisation de ces agrégats, parmi les mécanismes possibles : l’endocytose pour les 

agrégats de taille inférieure à 0,1 µm, la macropinocytose pour les agrégats de taille entre 0,2 

et 5 µm ou la phagocytose pour les agrégats de taille supérieure à 0,5 µm (Freeman and 

Grinstein, 2014; Liu and Roche, 2015). Ainsi, nous pouvons faire l’hypothèse que les agrégats 

HS1 seraient capturés par macropinocytose ou phagocytose alors que les oligomères solubles 

par endocytose médiée par un récepteur. Il est possible d’utiliser des inhibiteurs 

pharmacologiques de l’internalisation afin de déterminer le mécanisme de capture des agrégats, 

comme par exemple la chlorpromasine pour inhiber l’endocytose médiée par la clathrine ou la 

cytochalasine D pour inhiber la phagocytose et la macropinocytose (Couceiro et al., 2015). 

Dans la suite de ce travail, nous avons évalué le rôle des agrégats d’infliximab dans la 

génération de néo-épitopes, en utilisant un modèle de co-culture autologue de moDC et de LT 

CD4+ naïfs. Nous avons pu mettre en évidence l’existence de LT CD4+ naïfs reconnaissant 

spécifiquement les agrégats d’infliximab chez le sujet sain. De plus, nous avons montré que la 



  Conclusion & Perspectives 

207 
 
 

fréquence de LT CD4+ naïfs spécifiques de l’infliximab agrégé était supérieure à celle 

déterminée pour l’infliximab natif. Ce résultat suggère que la présence d’agrégats dans une 

préparation de biomédicament augmenterait la probabilité d’activation de LT spécifiques 

préexistants. De plus, l’agrégation induirait des modifications dans les mécanismes 

d’apprêtement et de présentation des peptides aux LT dans le sens d’une augmentation de la 

quantité et de la diversité des peptides présentés. Des expériences supplémentaires seront 

nécessaires pour déterminer les mécanismes intracellulaires impliqués dans la génération des 

peptides issus des agrégats. Il serait aussi intéressant de mettre au point un modèle de co-culture 

autologue qui nous permettrait de déterminer la polarisation des LT spécifiques des agrégats 

d’anticorps et la comparer à celle des LT spécifiques de l’anticorps natif. Enfin, nous souhaitons 

au sein du projet « Immunogenicity of therapeutic antibodies: from aggregation to patient 

monitoring », financé par le Labex LERMIT, extrapoler notre modèle de co-culture autologue 

à d’autres anticorps thérapeutiques d’isotypes différents tels que l’ipilimumab (IgG1) et le 

nivolumab (IgG4), utilisés dans le domaine de la cancérologie. Cette étude nous permettrait de 

comparer les types d’agrégats obtenus pour chaque anticorps et les fréquences de LT CD4+ 

spécifiques obtenues pour ces agrégats.  

De manière plus générale, il a préalablement été montré que la majorité des régions 

hydrophobes favorables à l’agrégation (APR) de protéines sont comprises dans les séquences 

des épitopes T immunodominants (Kumar et al., 2012). Il est donc primordial de prédire ces 

épitopes en amont du développement d’un anticorps thérapeutique afin d’éviter son agrégation 

et réduire son immunogénicité intrinsèque. Par ailleurs, il est important de développer des 

méthodes de caractérisation des agrégats, notamment pour les agrégats de taille inférieure à 200 

nm qui ne peuvent pas être éliminés par filtration afin de pouvoir les détecter en milieu 

hospitalier. 
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Therapeutic antibodies have the potential to induce immunogenicity leading to the

development of anti-drug antibodies (ADA) that consequently may result in reduced

serum drug concentrations, a loss of efficacy or potential hypersensitivity reactions.

Among other factors, aggregated antibodies have been suggested to promote

immunogenicity, thus enhancing ADA production. Dendritic cells (DC) are the most

efficient antigen-presenting cell population and are crucial for the initiation of T cell

responses and the subsequent generation of an adaptive immune response. This

work focuses on the development of predictive in vitro assays that can monitor DC

maturation, in order to determine whether drug products have direct DC stimulatory

capabilities. To this end, four independent laboratories aligned a common protocol to

differentiate human monocyte-derived DC (moDC) that were treated with either native

or aggregated preparations of infliximab, natalizumab, adalimumab, or rituximab. These

drug products were subjected to different forms of physical stress, heat and shear,

resulting in aggregation and the formation of subvisible particles. Each partner developed

and optimized assays to monitor diverse end-points of moDC maturation: measuring

the upregulation of DC activation markers via flow cytometry, analyzing cytokine, and

chemokine production via mRNA and protein quantification and identifying cell signaling

pathways via quantification of protein phosphorylation. These study results indicated that

infliximab, with the highest propensity to form aggregates when heat-stressed, induced

a marked activation of moDC as measured by an increase in CD83 and CD86 surface

expression, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNFα, CCL3, and CCL4 transcript upregulation and

release of respective proteins, and phosphorylation of the intracellular signaling proteins

Syk, ERK1/2, and Akt. In contrast, natalizumab, which does not aggregate under these

stress conditions, induced no DC activation in any assay system, whereas adalimumab
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or rituximab aggregates induced only slight parameter variation. Importantly, the data

generated in the different assay systems by each partner site correlated and supported

the use of these assays to monitor drug-intrinsic propensities to drive maturation of DC.

This moDC assay is also a valuable tool as an in vitro model to assess the intracellular

mechanisms that drive DC activation by aggregated therapeutic proteins.

Keywords: anti-drug antibodies, immunogenicity, dendritic cells, in vitro assays, aggregates, intracellular

signaling

INTRODUCTION

The clinical use of therapeutic antibodies has enabled significant
improvements in the treatment of an increasing number of severe
diseases. However, all biopharmaceuticals have immunogenic
potential in patients, leading to the development of anti-drug
antibodies (ADA) that may have neutralizing effects on the drug,
resulting in reduced effective concentrations of the therapeutic
biopharmaceutical in serum, and a potentially reduced clinical
response (1, 2). ADA may also induce potential hypersensitivity
reactions and adverse effects such as infusion reactions (3–5).
Immunogenicity of therapeutic antibodies has been particularly
studied in the context of inflammatory diseases. Indeed, ADA
development in patients has been reported with variable
frequencies, depending on clinical studies that include different
patient populations, as well as on the employed detection
method. Although the humanization status of the administrated
antibody allows for a potential reduction in immunogenicity,
it is rarely abolished. Thus, ADA frequencies against chimeric
antibodies such as infliximab or rituximab may vary from 10
to 50% (6–8), whereas ADA frequencies in patients treated
with the fully human antibody adalimumab may range from
20 to 25% (6, 9, 10) and patients treated with the humanized
antibody natalizumab may develop ADA with a frequency
of∼6–10% (11, 12).

A variety of patient-specific and bioproduct-specific factors
are involved in the onset and progression of immunogenicity
(13–15). Among factors related to the drug product itself, it is
now well-accepted that protein aggregation is associated with an
increased potential for immunogenicity (16, 17). The aggregation
process of therapeutic proteins may occur at any stage of the
manufacturing process, storage, transport, or delivery to the
patient. It is governed by a variety of critical environmental
conditions (e.g., temperature, pH, ionic strength, shear forces)
that can alter the protein either by physical or chemical damage
(18, 19) and trigger the protein aggregation through different
pathways. Thus, aggregation can occur either between unfolded
antibody monomers or between folded molecules (20). In clinical
practice, the use of concentrated antibody preparations that are
administrated subcutaneously may favor the aggregation process
because of the forced interaction of monomers in a confined
space (21). Also, micro- and nanoparticles have been detected in
the solutions prepared for intravenous administration (22).

Interactions of protein aggregates with the immune system

have been studied through in vivo models that in particular

highlighted a correlation between antibody aggregates and ADA

development (23–26). Furthermore, in vitro studies focused on
aggregate interactions with immune cells, in order to address
the mechanisms leading to ADA production. Two hypotheses
are currently explored, well-described by Moussa et al. (27). One
suggests that aggregates can bind to B-cell receptors through
repetitive conformational epitopes and elicit T-cell independent
polyclonal B-cell activation with low affinity ADA production.
The second hypothesis is that aggregates are recognized and
captured more efficiently by antigen presenting cells (APC) and
elicit a T-cell dependent activation of B-cells that undergo isotype
switch to produce high affinity ADA. In this latter context,
dendritic cells (DC) are the most efficient APC population
that are crucial for the initiation of T cell responses and
the subsequent generation of immunogenicity. Thus, DC can
potentially interact with therapeutic antibodies and aggregates
through innate receptors such as immunoglobulin receptors
(FcγRs), danger signal receptors (e.g., TLRs), lectin receptors, or
complement receptors as these molecules are broadly expressed
on DC surface (28–30). Indeed it was shown that IgG1
aggregates have a high affinity for purified FcγR (31). Another
study highlighted that TLR2 and TLR4, as well as FcγRI and
FcγRIII, and the C3b protein were involved in the secretion
of inflammatory cytokines by PBMC stimulated by stir-stressed
monoclonal antibodies (32).

Recent work has provided some evidence that DC could
be a valuable model to assess the potential immunogenicity
of therapeutic antibodies and their aggregates. Indeed it was
demonstrated that IgG aggregates induced monocyte-derived
dendritic cell (moDC) maturation with the upregulation of
phenotypic maturation markers and production of inflammatory
cytokines (33–35). Moreover, peptides presented by HLA-
DR molecules were identified and it was shown that highly
aggregated antibodies increased the quantity of antigen-derived
HLA-DR associated peptides (33). Also, uptake of IgG aggregates
and localization in moDC endosomal compartment was
increased, compared to monomeric counterparts (34). Finally the
activation level of moDC stimulated with aggregated rituximab
or aggregated polyclonal IgG were sufficient to promote CD4+
T-cell proliferation and cytokine secretion (35).

This study focuses on optimizing methods to monitor diverse
end-points of DC activation by therapeutic antibodies and
aggregates. Our goal is to define the appropriate read outs
and settings to evaluate moDC maturation, by developing
predictive in vitro assays that determine whether antibody
preparations have intrinsic DC stimulatory capabilities that
are independent of the antigen recognition (Fab) part of the
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molecule. For this purpose, four assays were designed to test
the effect of four therapeutic monoclonal antibodies (infliximab,
rituximab, adalimumab and natalizumab) currently used for
treating inflammatory diseases, and to test the related aggregated
preparations, on moDC cultures. Each assay was independently
evaluated by four different laboratories for at least 12 donors.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Antibody Aggregates
Antibodies used for this study were commercially available
infliximab (Remicade R©, 10 mg/mL), a chimeric anti-TNF-
α antibody, rituximab (Mabthera R©, 10 mg/mL), a chimeric
anti-CD20 antibody, natalizumab (Tysabri R©, 20 mg/mL),
a humanized antibody which binds to α4β1-integrin and
adalimumab (Humira R©, 50 mg/mL), which is a fully human
anti-TNF-α antibody. Antibodies preparations were subjected to
either shear or heat stress, with two different intensities. Shear
stresses was induced by filling and emptying a syringe through
a 19G needle for three (shear stress level 1, SSL1) or 10 (shear
stress level 2, SSL2) cycles. Heat stress consisted of heating the
samples at 55◦C for 6 h (heat stress level 1, HSL1) or 24 h (heat
stress level 2, HSL2). Aggregates were characterized bymeasuring
particle numbers bymicroflow imaging, dynamic light scattering,
size exclusion chromatography, and turbidity analysis. Detailed
description of aggregates preparation and characterization is
described elsewhere (manuscript in preparation). Native or
aggregated antibodies were prepared and aliquoted by a single
laboratory partner and conserved at −80◦C. Aliquots were
distributed among the other partners and kept at −80◦C
until use.

Generation of Human Monocyte-Derived
Dendritic Cells (moDC)
Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
purified from buffy coats or whole blood directly obtained
from Blood donation centers: Etablissement Français du Sang
(France), Interregionale Blutspende Schweizerisches Rotes Kreuz
(Switzerland) and CRS Clinical Research Services, Wuppertal
(Germany). For each site, healthy donors gave their written
consent for the use of blood donation for research purposes. Also,
PBMC directly isolated and frozen were purchased from vendor
(AllCells, CA, USA).

In each partner lab’s, PBMC isolation was achieved by
density gradient centrifugation. Monocytes were isolated from
the mononuclear fraction either by magnetic positive selection
with MiniMacs or MidiMacs separation columns and anti-
CD14 antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi Biotech).
Purified monocytes were cultured in the presence of GM-
CSF (50 ng/ml) and IL-4 (50 ng/ml) (R&D Systems) in RPMI-
1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum (FCS),
1% Penicillin/Streptomycin, 1% Pyruvate, 1% L-glutamine, 1%
HEPES, and 1% non-essential amino acids, at 37◦C in humidified
air containing 5% CO2. Cytokines were replenished in the cell
culture on day 3 and within 6 days monocytes had differentiated
into moDCs with an immature phenotype (CD11c+/CD14–).

On Day 6, a quality control of the immature DC population was
performed by flow cytometry.

moDC Treatment With Aggregated or
Native Antibodies
On Day 6, immature moDC were harvested and washed
in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin and 1% Pyruvate. Cells were counted
in the presence of trypan blue to confirm viability. Following
centrifugation (5min, 360 g, 4◦C) supernatants were discarded
and cells were resuspended in warm medium and then seeded in
the appropriate plates, depending on the experiment. Aggregates
or native antibodies were then added at concentrations of
10, or 100µg/mL. Maturation cocktail (IL-6, IL-1β, TNF-α, at
10 ng/mL, and PGE-2 at 1µg/mL, all from R&D Systems or
Sigma-Aldrich) or Lipopolysaccharide (LPS, from Escherichia
coli 055:B5 strain 25 ng/ml, Sigma-Aldrich) were used as positive
maturation controls. The stimulation time at 37◦C ranged from
15min to 48 h depending on the experiment.

Flow Cytometric Analysis
Immature moDC were seeded into 24-well cell culture plates
(Nunc, Langenselbold, Germany) at 1mL per well (1× 106/well).
50 µL of test items were added to each well to reach final
concentrations of test items 10 or 100µg/mL. Cells were
incubated with test items at 37◦C and 5% CO2 for 48 h. All
conditions were tested in singlicates as low inter-well variability
was previously demonstrated for the method.

Multicolour immunofluorescence was performed using the
following panel of mouse anti- human monoclonal antibodies:
PE-Cy5 conjugated anti-CD11c (clone B-ly6), FITC conjugated
CD80 (clone L307.4), PE-Cy7 anti human CD83 (clone HB15e),
PE conjugated CD86 (clone FUN-1) (all from Becton Dickinson)
in combination with a viability dye (LIVE/DEAD fixable
dead cell stain RED; Molecular Probes, Life Technologies).
Negative controls were isotype matched control antibodies
(Becton Dickinson).

Stimulated DCs were harvested by gentle scraping in the
presence of cell dissociation buffer (Gibco, Life Technologies),
washed in FACS buffer (PBS, 2% FCS, 2mM EDTA and 0.05%
Sodium Azide) and subsequently blocked in 100% FCS. 2.5
× 105 cells were stained with either the antibody or isotype
control panel.

Following staining cells were resuspended in FACS buffer
containing fixative [0.8% formaldehyde (Beckman Coulter)] for
flow cytometry analysis.

Flow cytometry measurements were performed on an
FC500MPL flow cytometer (Beckman Coulter). Cell debris were
eliminated from the analysis by forward and side scatter gating
and 10,000 viable CD11c+ cells were acquired using the MXP
software (Becton Dickenson). Flow cytometry data for CD86
(MFI), CD80 (MFI), and CD83 (% positive cells) was analyzed
using Kaluza Software (Becton Dickenson). Data are presented
as the fold change over PBS treated control.
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Quantitative Real Time RT-PCR Assay
(qPCR) of Cytokines and Chemokines
Immature moDC were plated in 24-well cell culture plates at
1mL per well (1 × 106/well) and then stimulated with 10 or
100µg/mL of native or aggregated antibodies for 6 or 24 h.
Total RNA was extracted after lysis using the Nucleospin
RNA kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France), according to
the manufacturer’s instructions. Total RNA pellets were
resuspended in RNase-free water (60 µL) and quantified by
spectrophotometry. First-strand cDNA was synthesized from
total RNA by use of a thermocycler (Biometra, Gottingen,
Germany). The reaction used 1 µg total RNA, a deoxynucleotide
triphosphate mixture (containing 25mM deoxy-adenosine
triphosphate, deoxy-guanosine triphosphate, deoxy-cytidine
triphosphate, and deoxy-thymidine triphosphate), and 50mM
oligo (dT) primers (MWG Biotech, Ebersberg, Germany).
Reverse transcription was carried out in 1X AMV RT reaction
buffer (Promega, Charbonnières-les-Bains, France) with RNase
inhibitor (RNasine; Promega) at 40 U/µl, AMV RT (Promega)
at 10 U/µl, and RNase-free water to a final volume of 10 µl. A
control without RT was used to confirm the absence of DNA
contamination. Real-time PCRwas performed by use of the SYBR
Green technology on a CFX96 system (Bio-Rad Laboratories,
Marnes la Coquette, France). Each reaction mix consisted of 1:20
diluted cDNA in 4 µl nuclease-free water; 0.5mM each forward
and reverse primer for IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12p40, TNF-α,
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10, GAPDH, β-actin (Table 1);
and SsoAdvanced Supermix (Bio-Rad Laboratories) in a total
reaction volume of 10 µl. After 30 s at 95◦C for Sso7d-fusion
polymerase activation, amplification was allowed to proceed for
44 cycles, each consisting of denaturation at 95◦C for 5 s and
annealing/extension at 62◦C for 5 s. 7 fold serial dilutions of
mixed cDNA (from different samples) were analyzed for each
target gene, allowing us to construct linear standard curves from
which the efficiency of each PCR run was evaluated. SYBR Green
fluorescence was detected at the end of each elongation cycle,
after which a melting curve was constructed to confirm the
specificity of the PCR products. Quantification was performed
with Bio-Rad Laboratories CFX Manager software, and data
were analyzed with the 11Ct method. Ratios were calculated
as the geometrical mean of (1 + E)−11Ct values, where E is the
efficiency, and 11Ct is the target gene expression of treated cells
compared with normal levels in untreated cells, with correction
for the expression of the reference genes βactin and GAPDH.
Results were expressed as the fold-factor induction [i.e., ratio of
(1+ E)−11Ct of treated cells/(1+ E)−11Ct of untreated cells].

Cytokine and Chemokine Quantification in
Cell Culture Supernatants
ImmaturemoDCwere plated in 48-well flat bottom tissue culture
plates (Falcon) with 400 µl per well (1 × 106cells/ml) and
then stimulated with 10 or 100µg/mL of native or aggregated
antibodies. After 48 h stimulation moDC culture supernatants
were measured in duplicate for cytokines IL-1β, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNF-α, IFN-γ, and chemokines
CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL-4 (MIP-1β), and CXCL10

TABLE 1 | Forward and Reverse primers for q-PCR tested cytokines and

chemokines.

Forward (5′-3′) Reverse (5′-3′)

lL-1β ACA GAC CTI CCA GGA

GAA TG

GCA GTI CAG TGA TCG

TAC AG

ll-6 TCA ATG AGG AGA CTI

GCC TG

GAT GAG TIG TCA TGT

CCT GC-3

ll-8 TCT CTI GGC AGC CTI

CCA TGA

TGG GGT GGA AAG GTI

TGG AG

ll-12p40 TGG AGT GCC AGG AGG

ACA GT

TCT TGG GTG GGT CAG

GTI TG

TNF-α TCT TCT CGA ACC CCG

AGT GA

CCT CTG ATG GCA CCA

CCA G

CCl3 TCT GCA ACC AGT TCT

CTG CAT CAC

ACT GGC TGC TCG TCT

CAA AGT A

CCl4 CGC CTG CTG CTI TIC TIA

CAC

GGT TIG GAA TAC CAC

AGC TIG

CCl5 GCC CAC ATC AAG GAG

TAT TIC TAC A

CGG TIC TTT CGG GTG

ACA A

CXCllO TCT AAG TGG CAT TCA

AGG AGT ACC

AAA GAC CTI GGA TIA

ACA GGT TGA

GAPDH CAG CCT CAA GAT CAT

CAG CA

TGT CGT CAT GAG TCC

TIC CA

(IP-10), using Meso Scale Discovery (MSD, Rockville, MA, USA)
multiplex assay, following manufacturer’s instructions.

Detection of Phosphoproteins
Signaling Pathways
Cell lysates were obtained from immature moDC (2 × 106

cells/ml) plated at 100 µl /well in a 96 well round bottom
plate treated with 100µg/ml of native antibodies or aggregates
for 15min or 30min. Treated cells were washed in cold PBS
then lysed for 5min on ice with ice-cold 1 × Cell Lysis
Buffer (Cell Signaling Technology, USA) plus Halt Protease
and Phosphatase inhibitor (Pierce Protein Biology). Cell debris
were removed by micro-centrifugation at max speed for 10min
at 4◦C. According to manufacturer’s instructions, samples
were added to customized phospho signaling kit (Bio-Rad
Laboratories) containing microbeads with antibodies against
human Akt (Ser473), ERK1/2 (Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187 and
Syk (Tyr352) phosphoproteins at 50 µl/well in 96 well assay
plate (Greiner Bio-One). Data were acquired using Bio-Plex 200
system (Bio-Rad Laboratories) according to the manufacturer’s
recommended settings for phosphoprotein acquisition. Data
values were normalized against reference control GAPDH, and
sample values were divided by value for immature DC treated
with media alone to achieve fold difference over baseline. Data
were collected from 12 donors.

Statistical Analysis
Data were expressed as means ± SEM. Differences between
groups were evaluated with the Mann-Whitney U test (Prism
software, GraphPad, La Jolla, CA, USA). P-values below 0.05 were
considered to denote statistical significance.
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RESULTS

Native or aggregated antibodies were used to evaluate their

capacity to induce maturation of immature moDCs from healthy

donors. To this end, moDC differentiation procedures were
harmonized across four independent laboratories (Switzerland,

France Germany and USA), and the same preparations -either of
native or aggregated antibodies- were tested.

Four commercial antibodies (infliximab, rituximab,
natalizumab, and adalimumab) were submitted to different
stresses which could induce aggregates to be tested in the in
vitro assays. Thus, shear stress and heat stress were tested, both
with two increasing intensities, in order to assess potential dose-
dependent effects of the formed particles. Antibody behavior
under these stress conditions was rather different. Upon heat
stress, infliximab and rituximab showed a fluffy aspect at the
optical level, confirmed by a dramatic increase of the number of

subvisible aggregates that was dependent on the stress intensity.
Adalimumab and natalizumab preparations remained clear and
showed only a slight increase of subvisible particles, independent
of intensity (data not shown). On the other hand, infliximab and
rituximab showed moderate susceptibility to shear stress, with
less subvisible particles compared to heat stress. Natalizumab
was also sensitive to shear stress but to a lesser extent, whereas
adalimumab did not show any susceptibility to this stress.
Full characterization of the aggregation of these antibodies
is described elsewhere (manuscript in preparation). To study
moDC maturation, each site performed one of the following
in vitro assays: (1) analysis of maturation and co-stimulatory
membrane protein expression by flow cytometry, (2) the
expression of cytokine and chemokine mRNA measured by real
time quantitative PCR, (3) quantification of secreted cytokine
and chemokine secretion, and (4) analysis of intracellular
phosphoproteins involved in DC signaling pathways (Figure 1).

FIGURE 1 | Experimental setup. MoDC isolation and differentiation protocols were aligned for four international partner laboratories. Generated moDC cultures were

treated with native or aggregated forms of Abs. MoDC maturation was measured by different in vitro assays.
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Phenotypic moDC Maturation Measured by
Flow Cytometry
Immature moDC were incubated with 10 or 100µg/mL of
native or aggregated antibodies for 48 h. The upregulation of
the maturation marker CD83 and the CD4 T-cell co-stimulatory
molecules CD80 and CD86 relative to PBS treated cells was
determined by flow cytometry via the evaluation of the mean
fluorescence intensity (for CD86 and CD80), and the percentage
of positive cells (for CD83). These parameters were selected as
they showed the greatest response to the maturation cocktail
positive control determined as the fold change over PBS
treated cells for each marker, (e.g., MFI vs. % positive cells:
CD86: 8.81x vs. 1.72x; CD80: 3.32x vs. 3.30x; CD83: 4.97x
vs. 18.35x). The maturation cocktail positive control resulted

in a significant upregulation of CD83, CD80, and CD86 in
all tested donors when compared to the PBS treated control,
however there was a significant inter-individual variability in
this biological assay system (Figure 2). Treatment of immature
moDCs with native antibodies induced only a slight increase
in expression of all maturation markers, with fold changes
over the PBS treated control remaining below 1.5 for all tested
mAbs. Only infliximab treatment at 100µg/mL increased both
CD83 and CD86 expression (2.4 and 2.5-fold, respectively),
although not statistically significant. No significant changes in
surface marker expression were detected after treatment of
immature moDCs with all SSL1 or SSL2 and HSL1 aggregated
antibodies tested at any concentration (data for heat and
shear stress level 1 not shown; SSL2 data in Figure 2 and

FIGURE 2 | Phenotypic assessment of maturation marker expression on moDC following treatment with native or aggregated infliximab (A) and natalizumab (B).

Immature moDC were treated for 48 h with the positive control (MC; maturation cocktail as described in the Methods section), native or stressed (SSL2 or HSL2)

therapeutic antibodies at 10 or 100µg/mL. Cells were collected, washed, and analyzed by flow cytometry for CD80, CD83, and CD86 expression was measured on

CD11c+ moDC. Results are expressed as the fold change of marker expression (either as the MFI or as the % of positive cells based on the sensitivity of responses to

the positive control for each marker) compared to PBS treated cells (represented by the horizontal dotted line at 1.0). Results from 12–23 independent experiments

are shown, individual points representing individual donor responses. The group’s mean is represented by the horizontal gray line. *p < 0.05; **p < 0.01..
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Supplemental Figure 1). In contrast, a significant up-regulation
of CD83 and CD86 was observed for HSL2 aggregated infliximab
at 10 (CD83: p = 0.0160) and 100µg/mL (CD83: p = 0.0085,
and CD86: p = 0.0329; Figure 2A). Treatment of moDCs
with all other HSL2 aggregated antibodies also led to no
significant upregulation of maturation markers (Figure 2 and
Supplemental Figure 1). This lack of a statistically significant
response was likely due to the high level of donor variation in
this assay system.

Cytokine and Chemokine Transcripts
Expression Measured by qPCR
MoDC maturation by antibodies and aggregates was also
assessed by quantification of mRNA levels of several cytokines
and chemokines, following 6 or 24 h of incubation. Native
antibodies did not induce transcript upregulation. As expected,
in the presence of LPS, the mRNA levels of all cytokines
and chemokines were strongly up-regulated (Figure 3).
Infliximab HSL2 aggregates induced a significant increase
in IL-1β, IL-6, IL-8, and TNF-α, 6 h after stimulation,
showing concentration dependency, whereas IL-12p40
mRNA was increased 24 h after stimulation (Figure 3).
Infliximab HSL2 aggregates also up-regulated CCL3 and
CCL4 transcripts (Figure 4). In contrast, other infliximab
aggregates (SSL2, HSL1, and SSL1) did not induce any
transcript upregulation (data not shown). For natalizumab
(Figures 3, 4), adalimumab, and rituximab (data not
shown), none of the stressed materials induced significant
transcript upregulation.

Quantification of Cytokines and
Chemokines Release
The production of cytokines and chemokines was measured 48 h
after moDC stimulation by antibodies and aggregates, to see if
changes in gene transcription could be correlated at the protein
level. Positive controls (LPS or maturation cocktail described in
Materials and Methods section) gave high levels of all cytokines
production. After stimulation with infliximab HSL2 aggregates
(10 and 100µg/mL), significant increases of IL-1β, IL-6, IL-8, and
TNF-α were observed compared to the native mAb (Figure 5A;
data per donor are reported in Supplemental Table 1), that were
consistent with the up-regulation of mRNA observed by q-PCR
measurements. Moreover, there was a trend for IL-12p70 up-
regulation (10 and 100µg/mL), that can be correlated with the
later increase of transcripts at 24 h after stimulation. Regarding
chemokine production, infliximab HSL2 aggregates induced
CCL3 and CCL4 up-regulation at 100µg/mL (Figure 6A;
data per donor are reported in Supplemental Table 3A), that
was as well consistent with q-PCR measurements of mRNA
counterparts. In contrast, other infliximab aggregates (SSL2,
HSL1, and SSL1) did not induce any cytokine or chemokine
production (data not shown). For natalizumab (Figures 5B,
6B; data per donor are reported in Supplemental Tables 2,3B),

adalimumab, and rituximab (data not shown), none of the
stressed materials induced significant secretions.

Taken together, our results showed that aggregated mAbs,
in particular heat-stressed infliximab, increased cytokine, and
chemokine production, both at the mRNA and protein level.

Phosphoproteins Involved in moDC
Signaling Pathways
In order to study the effect of mAbs and aggregates on
phosphoproteins, we looked at the following signaling molecules
that potentially play a role in DC activation: Akt (Ser473),
ERK1/2 (Thr202/Tyr204, Thr185/Tyr187), and Syk (Tyr352).
As expected, moDC treatment with the maturation cocktail
resulted in all tested proteins phosphorylation except Syk.
Our results show that heat-induced aggregates of infliximab
(HSL2) significantly induced phosphorylation of Syk and
Akt, at 15 and 30min of treatment, and phosphorylation of
ERK1/2, at 30min of treatment (Figures 7A–C). The effect
of infliximab on immature moDC seemed concentration
dependent (Supplemental Figure 2). In contrast, no significant
signaling activity was observed for natalizumab treatment
(Figures 7A–C), neither for rituximab nor adalimumab
treatments (Supplemental Figure 2).

DISCUSSION

The presence of aggregates in biotherapeutics has been correlated
with ADAdevelopment in patients andmany efforts are currently
ongoing in an attempt to dissect the cellular mechanisms
involved in immunogenicity. The aim of this study was to
optimize in vitromethods to evaluate the potential of therapeutic
antibodies and aggregated preparations on therapeutic antibodies
to induce DC maturation, as these professional antigen-
presenting cells have a pivotal role in triggering adaptive immune
responses that would in fine lead to ADA production (27). Our
approach was to test the impact of four therapeutic antibodies
and aggregated formats created using physical stress using
different assay methods performed by independent laboratories
to establish robust readouts of dendritic cell maturation that
could be used to monitor bioproduct preparations during the
drug discovery process. To do so we first focused on the inter-site
alignment of protocols to obtain a common model of moDCs,
so that we could measure the up-regulation of moDC activation
markers, using either a maturation cocktail of cytokines or
LPS, conditions that were then kept as positive controls for
further experiments. The four therapeutic antibodies that were
chosen for this study are classically used to treat multiple
sclerosis and inflammatory diseases and are under evaluation
for their immunogenicity potential by the ABIRISK consortium
(36). First, two types of physical stress, heat and shear, were
compared. As stated, the results showed different behaviors
between stressed antibody materials. Although the aggregation
process has been extensively studied for antibodies, only few
studies showed comparison between identified monoclonal
antibodies submitted to the same stress (34, 37). Our work
demonstrated that infliximab and rituximab showed the highest
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FIGURE 3 | Expression of proinflammatory cytokine mRNA in moDC following treatment with native or aggregated infliximab (A) and natalizumab (B). Immature

moDC were treated with native or stressed (SSL2 or HSL2) antibodies. Transcripts were measured after 6 h (for IL-1β, IL-6, IL-8, and TNFα) or 24 h (for IL-12p40)

using real-time RT-PCR. Results are expressed as fold change over PBS control. The results from 12 independent experiments are shown. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p

< 0.001; ****p < 0.0001.

capacity to aggregate under heat stress conditions with a fluffy
visual aspect. This observation could be expected regarding
the chimeric status of these antibodies, that may be less stable
than natalizumab (humanized) or adalimumab (fully human).
However, the propensity to aggregation also depends on the
stress condition, as shear stress had less effect on aggregation
for the chimeric antibodies. This suggests that other factors,
as intrinsic physical and chemical properties take place in the
aggregation process.

Then we assessed the discriminatory potential of the cell
assays. The overall results generated by independent sites
and orthogonal readouts were in correlation and support the
use of these assays to investigate the intrinsic capacity of
therapeutic antibodies to activate DCs, allow ranking of the
tested compounds and evaluating the impact of formulation
effects on responses. Indeed infliximab, that had the highest
propensity to form aggregates with heat stress, induced a

marked activation of moDC as measured by an increase
in surface maturation marker expression (CD83 and CD86),
cytokine/chemokine transcript upregulation and release (IL-
1β, IL-6, IL-8, IL-12p70 and TNF-α, CCL3 and CCL4) and
intracellular signaling protein phosphorylation (Syk, ERK1/2,
and Akt). In contrast, natalizumab which does not aggregate
under the same heat stress conditions did not induce any
moDC activation in any assay read-out, whereas rituximab and
adalimumab that showed a less susceptibility to heat stress could
show some marker up regulation (e.g., CD80 for adalimumab,
Syk and ERK for rituximab). In view of these results only
heat stress (but not shear stress) aggregated infliximab induced
a full maturation of moDC regarding membrane expression
of activation proteins and cytokine secretion. Indeed, these
two features (together with antigen presentation), are known
to be necessary to induce naïve cell activation (38, 39). Both
CD83 and CD86 up-regulation have been observed in studies
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FIGURE 4 | Expression of chemokines CCL3 and CCL4 mRNA in moDC treated with native or aggregated infliximab (A) and natalizumab (B). Immature moDC were

treated with native or stressed (SSL2 or HSL2) antibodies. Transcript expression was measured after 6 h using real-time RT-PCR. Results are expressed as fold

change over PBS control. The results from 12 independent experiments are shown. ***p < 0.001.

evaluating the impact of aggregated antibodies on DCs (33–
35) with the expression increase dependent on the nature
and the force of the stress condition and correlate with the
extent of aggregation in the antibody preparations. Regarding
the cytokine release, the identified signature is in favor of a
DC1 (inflammatory) phenotype, and in agreement with the one
already found (35), again depending on the applied stress. In
particular, a stir-stressed rituximab preparation induced more
cytokine release than heat or shear stressed preparations, using
the same moDC stimulation protocol and subsequent cytokine

quantification (35), whereas another stir-aggregated rituximab
preparation did not induce any cytokine up regulation (34).
Besides, in a PBMC in vitromodel, the early cytokines induced by
stir-aggregated antibodies highlighted the predominant response
of monocytes, as IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, CCL2, CCL3, and
CCL4 were among the most up-regulated (32, 40). Our results
along with those found in the literature (32, 33, 40) tend
to demonstrate that the magnitude and pattern of cellular
responses correlate with the specific nature of the aggregates they
interact with.
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FIGURE 5 | Protein levels of proinflammatory cytokines in moDC following treatment with native or aggregated infliximab (A) and natalizumab (B). Immature moDC

were treated for 48 h with native or stressed (SSL2 or HSL2) antibodies, or maturation cocktail (MC) or LPS. Cytokine concentrations were measured in culture

supernatants using a MSD multiplex assay. Results are expressed as fold chage over PBS control. The results from 11 independent experiments are shown. *p <

0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001.

The moDC extra-cellular responses were complemented here
for the first time by intracellular investigations into aggregate-
induced signaling pathway activation. In the case of antibodies,
Syk recruitment suggests the engagement of Fc receptors by
native or aggregated forms (41). The engagement of FcγRI and
FcγRIII by antibody aggregates and their impact on cytokine
secretion have been demonstrated in a PBMC in vitro model
(32). However, in vitro generated moDC mostly express FcγRII
receptor (28), that seem to be less involved in aggregate-mediated
signalization to induce cytokine release (32). We hypothesize
that the Syk phosphorylation observed when moDC were treated
with infliximab HSL2 could also be likely through the C-type
lectin receptors. Indeed it has been described that agonists against
Dectin-1 trigger Syk and ERK phosphorylation and induced
DC maturation and the secretion of proinflammatory cytokines,
including IL-6, TNF-α, and IL-23, but little IL-12 (42, 43). This
is consistent with our cytokine data, where significant IL-6,
TNF-α, and IL-12p40 transcripts were observed. While IL-12p40
is involved in both IL-12 and IL-23 production, IL-12p70 is

involved in specifically IL-12 production (44). Since significant
increase in IL-12p40 was observed in qPCR with limited IL-
12p70 production in the MSD assay, this suggests that IL-23
is likely produced in addition to IL-12. Alternatively, it has
been shown that Syk is also linked to DC-SIGN engagement,
which rather modulates DC maturation through ERK and Akt
activation, leading to the down regulation of cytokine production
(45). Moreover, other studies showed that ERK and Akt
phosphorylation modulate the effects of TLR-4 engagement by
LPS, leading to a limited expression of inflammatory cytokines,
including IL-12p70 (46, 47). Yet, TLR-4 was also shown to be
engaged by antibody aggregates (32). In total, our results are in
frame with the hypothesis that aggregates can have antibody-
specific interaction with DCs through Fc receptors but may also
act as danger signals interacting with many different pattern
recognition receptors, that could lead to the activation of various
signaling pathways.

The capacity of the different antibody aggregates to induce
moDC maturation may be explained in different ways. The
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FIGURE 6 | Secretion of chemokines CCL3 and CCL4 secretions by moDC treated with native or aggregated infliximab (A), and natalizumab (B). Immature moDC

were treated for 48 h with native or stressed (SSL2 or HSL2) antibodies, maturation cocktail (MC) or LPS. Chemokine concentrations were measured in culture

supernatants using a MSD multiplex assay. Results from seven independent experiments are shown. *p < 0.05; ***p < 0.001.

most evident is the propensity of the protein to aggregation,
as evidenced by the comparison between infliximab and
natalizumab. Indeed, a recent study of the crystal structure
of infliximab revealed a reversible self-association interface in
the Fab domain (48), that could favor aggregation under stress
conditions. This observation could explain that in our study
aggregated preparations of infliximab showed greater number of
microparticles than the other aggregated antibody preparations
(manuscript in preparation). Besides, it has been demonstrated
that particles around 5–10µm size were better able to activate
PBMC than nano-sized particles (40). Another explanation could
be related to the capacity of aggregates to interact with different
receptors onmoDC, as our results showed that different antibody

preparations induce differential intracellular signaling pathways
and subsequent cellular responses. Differential processing of
aggregated antibodies has already been demonstrated, and
showed that HLA-DR associated peptides were different between
two different aggregated antibodies (33). The comparison of
the clusters of HLA-DR presented peptides between the four
antibodies tested in this study is currently under investigation
(manuscript in preparation).

Several in vitro assays are currently in use to understand the
impact of product-related factors and impurities on therapeutic
antibody induced immunogenicity—reviewed in Brennan et al.
(49). The impact of aggregated antibodies on the development
of immune responses have been assessed using DC maturation
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FIGURE 7 | Protein phosphorylation in moDC treated with native or

aggregated infliximab and natalizumab. (A) Syk phosphorylation, (B) ERK 1/2

phosphorylation, and (C) Akt phosphorylation. MoDC were treated with

100µg/mL native or aggregated antibodies. Phosphorylation was detected

following 15 and 30min of stimulation. Results are expressed as fold change

over PBS control. The results from 12 independent experiments are shown. *p

< 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

assays (33–35), or evaluating naïve T-cell activation, either in
a total PBMC culture model (32, 34, 37) or in a DC/T cell
co-culture model (33, 35). Globally, all assays have shown
that cellular activation is increased by aggregated preparations
compared with the native products. Since tested aggregated
preparations contained a greater number of particles than
commercial native products, it would be of interest to determine
a threshold of particle numbers that is sufficient to induce cellular
activation to determine the assay sensitivity. The advantage of the
DC maturation assays described here is that they may be used
to compare large numbers of aggregated preparations -including

different aggregation states- with the same donor, which may be
interesting during early stages of BP development. The question
to answer would then be whether a given form of aggregates
(or a given percentage) could have the potential to induce an
immune response starting with DC activation. For this purpose,
the use of a single or two orthogonal read outs such as membrane
activation markers and/or cytokine release would be sufficient,
while the qPCR method could be used as a first screen to identify
the cytokines to be quantified. Indeed, such assays could help
in the selection of antibody candidates. On the other hand, the
use of the signaling assay brings information to determinate
the molecular mechanisms that lead to DC maturation. This is
a valuable tool to gain insight into the intra-cellular pathways
that are directly activated by aggregates, which are not fully
understood. So, better than a screening application, this kind of
assay is more dedicated to collect information to improve our
understanding on DC-aggregates interaction and behavior.

In conclusion, the use of DC activation assays is useful
for screening during the development phase of therapeutic
antibodies for the compound’s intrinsic capacity, including
formulation related properties such as aggregation that may
increase the risk of inducing an immune response. The
extrapolation to predict the immunogenic risk of bioproducts at
the clinical stage is not sufficient, as there are other influencing
factors either related to patients or to the concomitant treatments
(14, 50). However, it can be noted that infliximab, which
has the greatest propensity to aggregate in vitro is one of
the most immunogenic in clinical practice (6, 8). If the
chimeric status of an antibody (e.g., infliximab or rituximab)
can certainly be correlated to aggregation propensity and
immunogenicity, this correlation seemsmore difficult to establish
regarding humanized and fully human antibodies. Indeed
adalimumab (fully human) is described as more immunogenic
than natalizumab (humanized), although both antibodies are
poorly susceptible to aggregation.

Nevertheless, these assays are a valuable tool to assess the
cellular mechanisms that drive DC activation by aggregated
proteins. Thus, we offer these optimized in vitro assays for
mAb evaluation in particular in terms of immunogenicity driven
by DC.
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Titre : Agrégation et immunisation contre les protéines thérapeutiques : étude de la maturation des 
cellules dendritiques et de la réponse lymphocytaire 

Mots clés : Protéines thérapeutiques, immunogénicité, cellules dendritiques, lymphocytes T 

Résumé : L’immunogénicité des biothérapies constitue 
une limitation majeure au traitement des patients atteints de 
maladies chroniques et se traduit par la production 
d’anticorps dirigés contre le biomédicament (anti-drug 
antibodies, ADA). La détection d’ADA de haute affinité et 
d’isotypes divers chez les patients suggère la mise en place 
d’une réponse immunitaire adaptative classique orchestrée 
par les cellules dendritiques. Par ailleurs, la présence 
d’agrégats protéiques dans les spécialités administrées 
serait un des facteurs favorisant l’immunogénicité, ces 
agrégats pouvant jouer le rôle de signal de danger. 
L’objectif de notre travail était de mieux comprendre les 
interactions des agrégats de protéines avec les cellules 
dendritiques et les lymphocytes T aboutissant au 
déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative 
spécifique nécessaire à la production d’ADA.  
Dans un premier temps, nous avons montré que des agrégats 
d’infliximab, anticorps monoclonal anti-TNFα, induisaient 
la maturation de cellules dendritiques humaines dérivées de 
monocytes (moDC). Celle-ci se traduit par l’augmentation 
de l’expression de marqueurs membranaires d’activation et 
de costimulation et la sécrétion de cytokines et chimiokines 
pro-inflammatoires. Nous avons également montré que ces 
modifications phénotypiques induites par les agrégats  

favorisaient la prolifération de lymphocytes T CD4+ et la 
production de cytokines. Par la suite, nous avons décrit les 
mécanismes cellulaires précoces impliqués dans 
l’activation de ces cellules en montrant que la neutralisation 
du récepteur FcγRIIa et de la tyrosine kinase Syk inhibait la 
maturation des moDC ainsi que l’activation des 
lymphocytes T CD4+.  
Par ailleurs, nous avons évalué le rôle des agrégats 
d’infliximab dans la génération de néo-épitopes, en mettant 
en évidence l’existence d’un répertoire de lymphocytes T 
CD4+ naïfs reconnaissant les agrégats d’infliximab, chez le 
sujet sain. Ainsi, grâce à des préparations d’agrégats bien 
caractérisées et d’un modèle de co-cultures autologues de 
lymphocytes T CD4+ naïfs et de moDC chargées avec les 
agrégats, nous avons montré que la fréquence de LT CD4+ 
naïfs spécifiques des agrégats d’infliximab est plus 
importante que celle retrouvée pour l’anticorps natif. Ces 
résultats suggèrent une présentation accrue d'épitopes et de 
néo-épitopes dérivant des agrégats d'infliximab. 
In fine, ce travail contribue à une meilleure compréhension 
des conséquences biologiques de l’agrégation des protéines 
à visée thérapeutique sur le déclenchement de la réponse 
immunitaire adaptative spécifique en mettant l’accent sur 
les rôles adjuvant et antigénique des agrégats protéiques. 

 

 

Title: Protein aggregation and immunization: study of dendritic cells and T-cell response 

Keywords: Therapeutic protein, immunogenicity, dendritic cells, T cells 

Abstract: Immunogenicity of biotherapeutic proteins is 
a major drawback in the treatment of patients with chronic 
diseases characterized by the production of anti-drug 
antibodies (ADA). The detection of ADA with high affinity 
and of various isotypes suggests a CD4 T cell-dependent 
adaptive immune response with a pivotal role for dendritic 
cells. Among other factors, the presence of protein 
aggregates in the administered products can promote 
immunogenicity, as aggregates seem to act as danger 
signals. 
The aim of our work is to better understand the interactions 
of protein aggregates with dendritic cells and T cells, 
leading to the establishment of a specific adaptive immune 
response needed for the production of ADA.  
We first showed that aggregation of infliximab, a 
monoclonal anti-TNFα antibody, induced the maturation of 
human monocyte-derived dendritic cells (moDC) via an 
increase in the expression of activation and costimulatory 
surface markers and the secretion of pro-inflammatory 
cytokines and chemokines. Moreover, we showed that 
these phenotypic changes induced by aggregates promote 
CD4 T-cell proliferation and cytokine production. 

Subsequently, we described the early events involved in 
moDC and T-cell response by showing that the 
neutralization of the FcγRIIa receptor and the tyrosine 
kinase Syk inhibited moDC maturation and CD4 T-cell 
activation. 
Furthermore, we evaluated the involvement of infliximab 
aggregates in the generation of neo-epitopes by identifying 
a naïve CD4 T-cell repertoire recognizing infliximab 
aggregates in healthy subjects. By testing well 
characterized aggregate preparations and using an 
autologous co-culture model of naïve CD4 T cells and 
moDC loaded with aggregates, we showed that the 
frequency of naïve CD4 T cells specific for infliximab 
aggregates was higher than the one found for the native 
antibody. These results suggested an increased presentation 
of epitopes and neo-epitopes derived from infliximab 
aggregates. 
In resume, our work contributes to a better understanding 
of the biological consequences of therapeutic protein 
aggregation on the onset of the specific adaptive immune 
response by focusing on the adjuvant and antigenic role of 
protein aggregates. 
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