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Résumé

Facteurs immunologiques et génétiques impliqués dans la variabilité de la

pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques

A l’instar des pionniers de la sérothérapie qui s’interrogeaient déjà sur la pharmacologie des

anticorps, nous avons analysé les facteurs immunologiques susceptibles d’influencer la

pharmacocinétique des anticorps monoclonaux recombinants. Leurs séquences peptidiques et

les gènes codant leurs domaines variables ont été précisément décrits afin d’évaluer leur

divergence par rapport au répertoire germinal humain. En ce qui concerne les domaines

constants, nous avons identifié les déterminants allotypiques qu’ils portent, et recherché si les

allotypes G1m du patient pouvaient influencer la survenue d’anticorps induits, en prenant

l’infliximab comme modèle d’étude. Même si cela ne semble pas être le cas pour cet anticorps

chimérique, la mise au point des tests de détection des anticorps induits nous a permis de

quantifier pour la première fois leurs effets sur la pharmacocinétique des anticorps

thérapeutiques. La survenue d’anticorps anti-infliximab provoque une diminution de moitié de

la demi-vie d’élimination de cet anticorps ; des résultats analogues ont été obtenus avec

l’adalimumab. Une autre piste de recherche serait d’explorer FcRn, le récepteur néonatal des

IgG impliquait dans leur métabolisme et dont les polymorphismes pourraient influencer la

pharmacocinétique.

Mots-clés : Anticorps monoclonaux recombinants – infliximab – antibodies to infliximab

(ATI) – allotypes – pharmacocinétique – FcRn
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Résumé en anglais

Immunologic and genetic factors involved in the variability of therapeutic antibody

pharmacokinetics

As the pioneers of serotherapy who already wondered about antibody pharmacology, we have

analysed the immunologic factors that may influence recombinant therapeutic antibody

pharmacokinetics. Their peptidic sequences and the genes encoding their variable domains

were precisely described in order to evaluate their divergence from the human germline

repertoire. We also identified the allotypic determinants they carry and explored whether the

patient G1m allotypes can influence the onset of induced antibody, taking infliximab as a

model. Although it does not seem to be the case for this chimaeric antibody, the setting up of

assays detecting induced antibodies allowed us to quantify for the first time their influence on

therapeutic antibody pharmacokinetics. Antibodies against infliximab are associated with a

half decrease in the elimination half life of infliximab; analogous results were obtained for

adalimumab. Another interesting way of investigation would be to explore FcRn, the IgG

neonatal Fc receptor which plays a role in IgG metabolism and whose genetic polymorphisms

may influence IgG pharmacokinetics.

Keywords: recombinant monoclonal antibodies – infliximab – antibodies to infliximab (ATI)

– allotypes – pharmacokinetics – FcRn
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charnière est associée aux deux bras Fab par des ponts disulfure est appelé IgG2-B, alors

que l’isoforme avec un bras Fab indépendant de la charnière (comme pour IgG2-A) et un

bras Fab connecté à la charnière (comme pour IgG2-B) est appelé IgG2-A/B. ..............52

Figure 8 : Structure de l’éculizumab (Soliris®) (d’après Rother et al., 2007). L’éculizumab

est un anticorps humanisé associant des régions déterminant la complémentarité

d’origine murine et des régions charpentes humaines. Ses domaines constants combinent

le CH1 et la charnière d’une IgG2 humaine avec le CH2 et le CH3 d’une IgG4 humaine

n’activant pas la cascade du complément et ne recrutement pas les effecteurs cellulaires

par cette portion Fc hybride. ............................................................................................53
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Figure 9 : Organisation des sucres associés aux IgG (modifié d’après Carter, 2006). Les

IgG sont des protéines N-glycosylées au niveau du deuxième domaine constant de leurs

chaînes lourdes (CH2), sur une asparagine conservée en position 297 (Asn297). Ces

sucres forment un complexe bi-antenné comprenant un noyau (ou core) composé de sept

résidus : 4 résidus N-acétylglucosaminyles et 3 mannosyles sur lesquels sont greffés

d’autres résidus sucrés de nature variée : α-2,6-fucosyle, β-1,4-galactosyle, α-2,6-

sialyle. Un résidu N-acétylglucosaminyle dit bisectaire ou intercalaire peut se situer

entre les deux antennes. ...................................................................................................55

Figure 10 : Ingénierie des anticorps humanisés (d’après Marasco & Sui, 2007). Les régions

déterminant la complémentarité d’un anticorps monoclonal murin (mCDR) sont greffées

sur les régions charpentes d’un anticorps humain. Ces régions charpentes présentent une

très grande homologie avec les régions correspondantes sur l’anticorps murin. VH,

domaine variable de chaîne lourde ; VL, domaine variable de chaîne légère ; hFR,

régions charpentes humaines. ..........................................................................................58

Figure 11 : Principe du phage display (d’après Nissim & Chernajovsky, 2008). A- En

combinant les gènes codant les fragments d’anticorps  (Fab ou bien scFv, comme sur

cette figure) humains au gène codant une protéine d’enveloppe de bactériophages

filamenteux, la séquence portant l’information génétique est liée à la fonction de la

protéine produite puisque les fragments sont exprimés avec la protéine d’enveloppe à la

surface des bactériophages (VH en rouge, VL en violet, protéine d’enveloppe en bleu).

B- La banque ainsi constitutée peut contenir des millions voire des billions de phages

exposant des fragments d’anticorps de spécificités différentes. C- Les phages exprimant

à leur surface un fragment spécifique de l’antigène cible immobilisé sont sélectionnés,

les autres sont éliminés par lavages. Les phages immobilisés sont élués, utilisés pour

infecter Escherichia coli et ainsi amplifiés. Ils subissent à nouveau une étape de

sélection, permettant ainsi D- l’enrichissement du phage d’intérêt. E- Le phage

sélectionné est amplifié puis la séquence codant le fragment est isolée pour subir une

maturation d’affinité par exemple et être intégrée dans un vecteur contenant les

séquences codant les domaines constants d’un anticorps humain. ..................................61
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Figure 12 : Production d’anticorps humains par souris transgéniques (d’après Marasco &

Sui, 2007). Les gènes codant les immunoglobulines de la souris ont été invalidés et

remplacés par leurs homologues humains. La souris transgénique obtenue est capable de

produire des anticorps humains contre un antigène d’intérêt par lequel elle a été

immunisée. Les cellules B spléniques murines sont récoltées et immortalisées par fusion

avec des cellules d’une lignée de myélome selon la technique des hybridomes (Figure 4).

Les hybridomes sont caractérisés et sélectionnés pour répondre aux exigences de

spécificté, d’affinité et biochimiques attendues de l’anticorps humain à développer. ....62

Figure 13 : Représentation tridimensionnelle des domaines V-KAPPA et VH du

bévacizumab. Le domaine V-KAPPA (V-J REGION) résulte du réarrangement d’un

gène IGKV et d’un gène IGKJ tandis que le domaine VH (V-D-J REGION) résulte du

réarrangement d’un gène IGHV, d’un gène IGHD et d’un gène IGHJ. Les gènes IGKV

et IGHV codent la plus grande partie des domaines V-KAPPA et VH respectivement.

Des six boucles CDR constituant le paratope trois sont localisées sur V-KAPPA et trois

sur VH. La boucle CDR3 de V-KAPPA a la particularité d’être codée par l’extrémité 3’

d’IGKV et l’extrémité 5’ d’IGKJ et la boucle CDR3 de VH est codée par l’extrémité 3’

d’IGHV, IGHD et l’extrémité 5’ d’IGHJ. PDB : 1cz8, bévacizumab. La figure a été

générée avec le logiciel VMD (Humphrey et al., 1996). ................................................65

Figure 14 : ELISA en format « double antigène ». A- L’anticorps thérapeutique (noir),

immobilisé sur la microplaque permet la capture des anticorps induits anti-anticorps

(gris). Leur fixation est révélée par l’anticorps thérapeutique couplé à un marqueur

enzymatique, radioactif ou luminescent (jaune). B- Cependant, les anticorps

thérapeutiques circulants peuvent se complexer aux anticorps induits et gêner leur

détection, conduisant à un résultat faussement négatif ou articiellement bas. C- Les

facteurs rhumatoïdes, le plus souvent des IgM anti-IgG (bleu) peuvent être présents dans

le sérum des patients et se comporter comme les anticorps induits, donnant lieu à des

résultats faussement positifs. ..........................................................................................70

Figure 15 : Principe de la technique SPEAD ELISA.  L’anticorps thérapeutique (noir),

cible des anticorps induits (gris) recherchés, est biotinylé (rond rouge). Il est ensuite

incubé avec l’échantillon sérique pouvant contenir des anticorps induits, l’anticorps

thérapeutique circulant libre ou des complexes associant les deux espèces. Les

complexes formés, impliquant l’anticorps biotinylé, sont capturés par la streptavidine
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sensibilisant une microplaque. En revanche, l’anticorps thérapeutique libre sont éliminés

par lavages.  Le traitement des puits par acide acétique permet de libérer les anticorps

induits de l’anticorps thérapeutique biotinylé mais aussi de l’anticorps thérapeutique

naturel. Les surnageants sont transférés dans une microplaque en présence de tampon

Tris afin de neutraliser le pH.  La solution obtenue est utilisée pour sensibiliser une

nouvelle microplaque.  Un ELISA direct employant l’anticorps thérapeutique marqué

à la péroxydase (jaune) permet de détecter les anticorps induits. ...................................72

Figure 16 : Principe de la technique ACE : exemple du dosage des anticorps anti-

rituximab (d’après Schmidt et al., 2009). 1- Les fragments F(ab’)2 de rituximab

(F(ab’)2-RTX) qui sensibilisent les puits de la microplaque permettent de capturer les

anticorps anti-rituximab (anti-RTX) libres ou complexés à du rituximab dans

l’échantillon de sérum. 2- Le rituximab libre est éliminé lors des lavages. 3- Après

incubation avec l’acide acétique, les anticorps anti-rituximab sont dissociés d’une part

des complexes qu’ils formaient avec les F(ab’)2 de rituximab et d’autre part des

complexes les associant au rituximab. 4- Les surnageants sont transférés dans une

nouvelle microplaque préalablement remplie de tampon Tris-HCl afin de neutraliser le

pH. 5- Après incubation et lavage, du rituximab biotinylé (Bio) est ajouté dans chaque

puits et sa fixation révélée par l’apport de streptavidine couplée à la péroxydase (SA-

HRP). ..............................................................................................................................73

Figure 17 : Alignements IMGT des séquences peptidiques des domaines variables de

chaîne lourde (VH) et de chaîne légère (V-KAPPA) de trois anticorps

thérapeutiques monoclonaux recombinants dirigés contre le TNF-α  i.e,

l’infliximab, le certolizumab pegol et l’adalimumab. Les séquences peptidiques sont

issues de leurs brevets respectifs US6277969 (Le et al., 2001), WO9729131 (Salfeld et

al., 1997) et US7012135 (Athwal et al., 2003). Les régions FR-IMGT et CDR-IMGT

ainsi que la position des délétions, représentées par des points, sont déterminées selon la

nomenclature IMGT (IMGT unique numbering for V-DOMAIN (Lefranc et al., 2003)).

Les limites des FR-IMGT et des CDRIMGT sont mentionnées entre parenthèses. Les

résidus conservés, ayant toujours la même position, figurent en rose pour les cystéines

(positions 23 et 104) et en bleu pour les tryptophane (position 41) et les leucines

(position 89). L’infliximab présente un site de N-glycosylation, figuré en vert, sur son

domaine V-KAPPA. Le chiffre 1 dans le VH CDR3-IMGT correspond à une position
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additionnelle 112.1(Lefranc et al., 2003). Les séquences doublement soulignées

correspondent à motifs prédisposant les anticorps à l’agrégation (Wang et al., 2009).

........................................................................................................................................151

Figure 18 : Colliers de Perles IMGT des domaines VH et V-KAPPA de l’infliximab, du

certolizumab pegol et de l’adalimumab. Les Colliers de Perles IMGT sont représentés

en une (one layer) ou deux couches (two layers) et les acides aminés sont indiqués par

leur code à une lettre. Les positions pour lesquelles des acides aminés hydrophobes (I,

V, L, F, C, M, A) et le tryptophane (W) sont retrouvés dans plus de 50% des séquences

analysées sont figurées en bleu. Toutes les prolines sont figurées en jaune. Les CDR1-

IMGT (boucle BC), CDR2-IMGT (boucle C’C’’) et CDR3-IMGT (boucle FG) sont

limités par des positions d’ancrage, représentées par des perles carrées, appartenant aux

FR-IMGT flanquants. Les flèches indiquent la direction des feuillets béta. Pour les

domaines VH, les CDR1-IMGT sont en rouge, les CDR2-IMGT en orange et les CDR3-

IMGT en violet. Pour les domaines V-KAPPA, les CDR1-IMGT sont en bleu, les

CDR2-IMGT en vert et les CDR3-IMGT en vert émeraude (Ruiz et al., 2002). Les

Colliers de Perles IMGT en deux couches montrent au premier plan les feuillets

GFCC’C’’ et au second les feuillets ABED. Les perles hachurées représentent les

positions manquantes selon la numérotation IMGT (Lefranc et al., 03). Les points noirs

marquent sur les représentations du domaine V-KAPPA de l’infliximab l’asparagine (N)

du motif de N-glycosylation (voir aussi Figure 17). Les séquences encadrées en rouge

sur les domaines V-KAPPA de l’infliximab et de l’adalimumab correspondent aux

motifs d’agrégation (voir aussi Figure 17). ...................................................................152
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L’immunologie est plus que centenaire, mais les sujets qui passionnèrent les pionniers

de la discipline ne sont pas si éloignés de nos préoccupations actuelles si l’on considère les

anticorps thérapeutiques comme une forme contemporaine de sérothérapie ! L’avènement de

l’immunologie est directement lié à l’avancée des connaissances en infectiologie à la fin du

XIXème siècle et son évolution profite des progrès technologiques des XXème et XXIème siècles,

permettant aux immunologistes une réactualisation permanente des données. Les anticorps,

emblème de la discipline, sont un exemple de choix et d’une grande actualité pour illustrer les

rebondissements incessants de cette science dynamique, plusieurs fois récompensée par de

hautes distinctions et  qui n’a (heureusement) pas encore livré tous ses secrets.

L’histoire des anticorps débute avec les travaux d’Emil von Behring et Shibasaburo

Kitasato qui, en 1890, ont publié qu’une dose non létale de toxine diphtérique ou tétanique

protège de l’administration ultérieure d’une dose létale et que l’état d’immunité peut être

transféré par le sérum à des animaux naïfs (pour revue, Watier, 2009). L’application de cette

observation, l’année suivante, au traitement d’enfants atteints de diphtérie, marqua le début de

la sérothérapie et valut à Emil von Behring le premier Prix Nobel de Médecine ou Physiologie

en 1901. Ce fut Paul Ehrlich, qui travailla avec Behring sur la production de sérums anti-

diphtériques standardisés de bonne qualité qui développa, par la suite, les concepts

d’immunité passive et d’immunité active (Winau & Winau, 2002). A cette époque, les

facteurs biologiques impliqués dans l’immunité ne sont pas identifiés et deux écoles

s’affrontent. En France, Ilya Metchnikoff et Louis Pasteur défendent la thèse cellulaire, tandis

qu’en Allemagne les travaux d’Emil von Behring et Paul Ehrlich suggèrent une immunité

humorale où des « anti-corps » permettent la neutralisation ou la destruction des toxines et des

pathogènes utilisés in vitro. Ils démontrent la grande spécificité de ces anticorps et peuvent les

quantifier. Bien que les deux camps soient récompensés de leurs recherches par un nouveau

Prix Nobel en 1908, attribué conjointement à Paul Ehrlich et Ilya Metchnikoff, le sentiment

général en ce début de XXème siècle est que les mécanismes de l’immunité sont intimement

liés aux anticorps (Silverstein, 2003). A compter de ce moment, tous les efforts des

immunologistes sont concentrés sur leur étude, faisant évoluer les connaissances sur leur

structure et leurs fonctions ainsi que les théories à propos de la génération de leur diversité et

l’implication de l’antigène.
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Dans les années 1930, Elvin A. Kabat et Michael Heidelberger caractérisent

biochimiquement les anticorps et démontrent leur appartenance aux gammaglobulines.

Cependant, il faut attendre les années 1960 pour savoir que les anticorps sont constitués de

deux types de chaînes, lourdes et légères, et que celles-ci sont réparties en différentes classes

(Hood, 2008). Puis vient l’hypothèse de Dreyer et Bennett selon laquelle les chaînes

polypeptidiques des anticorps seraient codées par deux types de gènes, l’un variable, l’autre

constant amenant progressivement la question de la génération de la diversité des anticorps

(Dreyer & Bennett, 1965). L’analyse des séquences d’acides aminés des chaînes légères tout

d’abord, conduit Elvin A. Kabat à décrire l’ultrastructure des domaines variables et à

identifier les régions déterminant la complémentarité (CDR, complementarity determining

regions) des anticorps, i.e. le site de liaison de l’anticorps à l’antigène (Wu & Kabat, 1970).

Ces avancées descriptives font aussi évoluer les théories relatives à la génération du répertoire

des anticorps et peu à peu le concept de recombinaison génétique s’affine. De son côté, F. W.

Rogers Brambell s’intéresse à la biodistribution des immunoglobulines et à leur demi-vie : il

démontre le passage trans-placentaire des immunoglobulines G et caractérise, autant que les

moyens de l’époque le permettent, le récepteur impliqué dans ce trafic maintenant appelé

FcRn, neonatal Fc receptor (Brambell, 1969). Par ailleurs, un des succès dans le domaine de

l’immunologie est la création d’hybridomes par Cesar Milstein et Georges Köhler en 1975,

récompensée par un Prix Nobel en 1984. Cette avancée technologique est le point de départ

de la préparation des anticorps monoclonaux utilisés initialement comme réactifs, puis comme

molécules thérapeutiques. L’essor des biotechnologies à la fin du XXème siècle favorise

l’humanisation de ces molécules initialement originaires de la souris ou du rat et destinées à

l’usage médical, afin d’en diminuer l’immunogénicité et donc la toxicité pour les patients

traités. La cristallographie et l’outil informatique contribuent également à préciser les

interactions moléculaires impliquant les anticorps, soit avec leur antigène cible ou bien avec

leurs récepteurs (FcγR, FcRn), mais aussi en permettant une analyse très fine de leur

ultrastructure, en particulier celle de leurs paratopes. C’est le cas d’IMGT, The international

ImMunoGeneTics information system® (Lefranc et al., 2009) qui bouscule la nomenclature

des domaines variables telle qu’elle avait été proposée par Elvin A. Kabat, en identifiant les

CDR grâce à des résidus d’ancrage sur les séquences d’acides aminés et à la représentation

3D des immunoglobulines (Lefranc et al., 2003).
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L’émergence des anticorps monoclonaux recombinants thérapeutiques dans les années

1990, et leur utilisation en médecine humaine aiguisent l’intérêt de la communauté

scientifique au sens large - non seulement les immunologistes mais aussi les cliniciens et les

pharmaco-toxicologues - pour la famille des anticorps. En effet, ces médicaments constituent,

en plus de leur rôle thérapeutique, des outils de suivi biologique car ils peuvent se prêter à des

investigations de recherche clinique chez l’Homme et d’expérimentation animale dans la

limite où ils sont dosables dans le sang et éventuellement traçables par imagerie. Il en résulte

des données très précieuses relatives à leur pharmacocinétique, pharmacodynamie et

immunogénicité ainsi que des analyses d’immunogénétique permettant d’évaluer les

interactions des anticorps avec le reste du système immunitaire.

Bien que ces molécules innovantes aient une grande spécificité d’action, la réponse

clinique qui leur est associée présente pour plusieurs d’entre elles, une variabilité inter-

individuelle non négligeable (Ternant & Paintaud, 2005 ; Cartron et al., 2007). En effet, il a

été montré que des concentrations circulantes élevées de rituximab (MabThera®) (Berinstein

et al., 1998 ; Davis et al., 1999), d’alemtuzumab (Campath®) (Hale et al., 2004) et de

cetuximab (Erbitux®) (Fracasso et al., 2007) sont associées à une meilleure réponse. Alors que

tous les facteurs influençant cette variabilité ne sont pas identifiés, l’implication de la

pharmacocinétique (PK) des anticorps est en revanche avérée. De telles données ont des

conséquences en termes de prise en charge du patient et pourraient conduire à l’adaptation de

la posologie en fonction des concentrations circulantes d’anticorps thérapeutique mesurées

chez les patients traités. Cependant, les sources de variabilité PK inter- et intra-individuelle ne

sont pas clairement identifiées, ralentissant pour les anticorps déjà sur le marché, l’évolution

vers des traitements avec des doses ou des schémas thérapeutiques personnalisés et pour les

anticorps en développement, la conception de molécules dont la PK serait améliorée.

C’est pourquoi l’objectif de notre travail est d’explorer certains facteurs pouvant

influencer la PK des anticorps thérapeutiques. En retraçant l’évolution des biothérapies au

cours du XXème siècle, depuis la sérothérapie jusqu’aux anticorps monoclonaux, nous

rappelons la structure de ces molécules et l’ingénierie dont elles sont issues. Après avoir

recensé les moyens techniques permettant d’objectiver leur immunogénicité, nous avons

développé les facteurs génétiques susceptibles de l’influencer. Dans un dernier chapitre, nous

avons mis en relation l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques et leur

pharmacocinétique.
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La première partie de nos résultats reprend deux études cliniques auxquelles nous

avons participé en dosant les anticorps induits par les anticorps anti-TNF-α utilisés : elles

montrent pour la première fois l’influence de l’immunogénicité des anti-TNF-α sur leur

propre PK et confirment d’autre part la variabilité inter-individuelle de survenue de ces

anticorps induits. Ce sont précisément ces deux observations que nous avons choisi

d’explorer. En effet, devant la difficulté de comparer cliniquement l’immunogénicité des

anticorps thérapeutiques, nous avons utilisé une alternative plus théorique en analysant

précisément leur structure et en évaluant la divergence de leurs séquences par rapport au

répertoire humain des IgG. Par ailleurs, nous avons recherché des facteurs génétiques pouvant

être associés à la variabilité inter-individuelle de survenue des anticorps induits par

l’infliximab (Remicade®). Nous avons pour cela étudié l’implication des allotypes des

immunoglobulines et du polymorphisme FCGR3A. Finalement, pour mieux comprendre la

variabilité inter-individuelle de la PK rapportée pour plusieurs anticorps thérapeutiques, nous

proposons l’étude de FcRn. Ce récepteur est en effet impliqué dans le métabolisme des

immunoglobulines G (IgG), classe majoritaire des anticorps thérapeutiques.
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GENERALITES
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1- De la sérothérapie aux anticorps monoclonaux

recombinants : structure, ingénierie et

immunogénicité

1-1 Sérothérapie et immunoglobulines humaines polyclonales

Les premières pathologies dont le traitement a bénéficié de l’emploi d’anticorps, sans

qu’ils soient moléculairement définis à cette époque, sont des maladies d’origine infectieuse

qui ont ravagé l’Europe à la fin du XIXème et au début du XXème siècle. La diphtérie et le

tétanos ont donc été traités grâce à l’utilisation de sérums, d’où le nom de sérothérapie (Figure

1), issus d’animaux immunisés (chevaux, moutons) contre les toxines bactériennes ce qui

notamment sauva la vie de nombreux soldats pendant la première guerre mondiale. Alors que

la sérothérapie anti-diphtérique a disparu du fait de la vaccination et de l’antibiothérapie, la

séroprophylaxie du tétanos a longtemps été utilisée (Watier, 2009).

Figure 1 : La sérothérapie. Le médicament utilisé est le sérum de l’animal lui-même. Les chevaux immunisés
étaient régulièrement saignés : certains ont donné plus de 200 litres de sang en douze ans. Le sérum était ensuite
titré (en unité de neutralisation), stérilisé, conditionné en ampoules et distribué. En Allemagne comme en France,
l’origine équine du sérum marque les esprits comme en témoignent les cartes postales de l’époque (a) et cette
caricature publiée dans le Lustige Blätter en 1894 (b). Documents grâcieusement prêtés par le Pr Hervé Watier.
Droits réservés ; documents issus du fonds Watier du Service Commun de Documentation de l’Université de
Tours.

a b
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Cependant, l’emploi d’immunoglobulines entières de cheval fut à l’origine de

nombreuses réactions comme des maladies sériques, résultats de la sensibilisation des patients

traités et non plus de leur immunisation, augmentant le risque de réaction à l’injection

suivante (Nation et al., 1963) : ces manifestations furent à l’époque, qualifiées

d’anaphylactiques. La description de l’anaphylaxie revient à trois « couples » de médecins qui

ont travaillé indépendament sur le sujet entre 1902 et 1905 : Charles Richet et Paul Portier,

Maurice Arthus et Nicholas Breton et enfin Clemens von Pirquet et Bela Schick.

Alors qu’ils s’intéressent à la toxicité des brûlures des filaments des physalies, une

espèce de méduses,  Charles Richet et Paul Portier publient en 1902 à la Société de biologie,

leur travail intitulé « De l’action anaphylactique de certains venins » (Portier & Richet, 1902).

Dépassant l’intérêt pour l’empoisonnement lui-même, ils centrent leurs recherches sur la

réponse inattendue observée lors de l’injection du venin : « Nous appelons anaphylactique

(contraire à la phylaxie) la propriété dont est doué un venin de diminuer au lieu de renforcer

l’immunité quand il est injecté à dose non mortelle. Il est possible que beaucoup de venins (ou

de toxines) soient dans ce cas ; mais comme on s’est attaché surtout à leur action

prophylactique ou vaccinante, on a fort peu cherché encore à les étudier à ce point de vue. »

Ces observations ne soulèvent pas un grand enthousiasme jusqu’à ce que Maurice Arthus

publie à la Société de biologie de Marseille (Arthus, 1903) le phénomène local qui porte son

nom : lésions de nécrose par injections sous-cutanées itératives de sérum de cheval et mort si

l’injection est intra-veineuse. Ces manifestations sont aussi bien observées chez le lapin que le

cobaye et le rat. Maurice Arthus les associe à l’anaphylaxie décrite par Charles Richet au

même titre que les accidents survenus en médecine humaine, lors de traitement par sérums de

cheval anti-toxiques. Ces accidents survenant rapidement après la deuxième injection du

sérum hétérologue ont été décrits sous le nom de maladie sérique par Clemens von Pirquet et

Bela Schick en 1905. Ils associent à une fièvre un rash, mais également des atteintes rénales

avec protéinurie, des adénopathies et des manifestations articulaires (von Pirquet & Schick,

1905).

Hamburger et Moro ont été les premiers à étudier la biologie de ces maladies sériques

observées chez des enfants traités par sérum anti-diphtérique en mettant en évidence la

présence d’anticorps induits appelés précipitines, précisément au cours des manifestations
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cliniques. Ils observent aussi que la concentration de ces anticorps augmentent alors que celle

du sérum de cheval diminue (Hamburger & Moro, 1903) comme s’accordent à le dire d’autres

équipes (Longcope & Rackemann., 1918). Cependant, le rôle de ces anticorps dans la maladie

sérique est sujet à controverse.

En effet, Clemens von Pirquet et Bela Schick tentent d’expliquer la physiopathologie

de la maladie sérique en représentant l’évolution de la concentration du sérum hétérologue et

des précipitines au cours du traitement (von Pirquet & Schick, 1905) (Figure 2). Sur ce

graphique von Pirquet montre la dynamique des réponses suite à la première puis à la seconde

injection de sérum hétérologue. Il montre qu’après la première injection, la concentration

d’antigène circulant (sérum de cheval) diminue progressivement alors que la concentration

d’anticorps induits augmente. Au maximum de cette concentration, l’antigène est indosable.

Ce serait pendant cette phase que se formeraient ce que von Pirquet appelle les « toxic

bodies » et qui sont en fait des dépôts de complexes antigène-anticorps. Von Pirquet note la

diminution de la concentration du complément sérique, sans prendre toute la mesure de son

observation. La seconde injection de sérum de cheval a pour conséquence des symptômes

immédiats associés à une élimination très rapide de l’antigène, une diminution transitoire des

anticorps et la formation de toxic bodies.

Figure 2 : Concept de von Pirquet à propos du développement de la maladie sérique chez l’homme
(d’après AM Silverstein A History of Immunology (1989), figure modifiée à partir de l’original de von Pirquet).
Les méthodes de dosage utilisées sont basées sur l’aptitude d’un sérum de lapin anti-sérum de cheval à précipiter
l’antigène, i.e. le sérum de cheval et celle des anticorps humains induits (anti-sérum de cheval) à précipiter le
sérum de cheval (Silverstein, 2000).
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D’autres techniques ont été mises au point pour dépister les anticorps associés à la

maladie sérique : certains auteurs ont mis en évidence la formation d’anaphylactines en

transférant passivement la maladie sérique d’un homme atteint à un cobaye sain (Rosenau &

Anderson, 1908). Cependant, Weil a montré que anaphylactines et précipitines ne sont qu’une

seule et même substance bien que certaines anaphylactines ne soient pas toujours

précipitantes (Weil, 1916). Enfin, d’autres équipes ont injecté du sérum de cheval en intra-

dermique chez des patients atteints de maladie sérique et observé la survenue d’une réaction

cutanée spécifique, interprétée comme le témoignage de la présence d’anti-substance dirigée

contre le sérum de cheval. Cependant, ces réactions ne sont pas obtenues systématiquement et

surviennent plutôt à la fin de l’épisode de maladie sérique (Michiels, 1913).

Ces trois techniques ont été mises en œuvre dans un travail mené par Longcope et

Rackemann publié en 1918, dans lequel ils ont recherché si les anticorps induits par la

sérothérapie sont impliqués dans la maladie sérique. Bien qu’ils n’aient pas pu disposer des

résultats des trois tests pour les 25 patients suivis, ils ont observé que les anticorps ont été mis

en évidence à la fin de l’épisode de maladie sérique mais qu’ils sont restés indétectables chez

les patients ne présentant pas les symptômes. Comme d’autres, ils ont remarqué que la

survenue de ces anticorps s’accompagne d’une diminution rapide de l’antigène. Les auteurs

en concluent que ces anticorps (précipitines et/ou anaphylactines) constituent un mécanisme

protecteur de l’organisme visant à détruire l’antigène, ici le sérum de cheval et ne sont pas à

l’origine de la maladie (Longcope & Rackemann., 1918), contrairement à ce qu’a proposé von

Pirquet.

Comme le soulignent Talmage et ses collaborateurs en 1951, la complexité de

l’antigène et de la réponse anticorps induite, associée à la multiplicité des méthodes utilisées

pour mettre en évidence cette réponse rend impossible une interprétation exacte de la relation

qui associe l’élimination de l’antigène et la réponse anticorps, dans le contexte de la

sérothérapie (Talmage et al., 1951). Glenny et Hopkins en étudiant la durée de l’immunité

passive conférée à des lapins par injection d’anti-toxine diphtérique équine, ont dosé

itérativement la concentration d’anti-toxine circulante et analysé la fraction éliminée sans

mesurer les précipitines anti-sérum de cheval (Glenny & Hopkins, 1923). Cette approche très

peu utilisée, présente l’avantage de montrer les effets précoces de la production d’anticorps

alors que leur dosage est précisément limité par un large excès d’antigène. La représentation

des concentrations circulantes d’anti-toxine en fonction du temps montre que l’élimination de
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l’anti-toxine se déroule en trois phases. La troisième phase, plus rapide, est considérée par les

auteurs comme étant l’expression de la réponse anticorps. Bien qu’ils n’aient pas non plus été

en mesure de doser les anticorps en présence d’un excès d’antigène, Talmage et

collaborateurs ont reproduit les résultats de Glenny et Hopkins en injectant à des lapins des γ-

globuline bovines (Talmage et al., 1951) (Figure 3). Ils avancent également plusieurs

arguments en faveur de cette réponse anticorps. Ils observent en effet que l’élimination rapide

de l’antigène précède toujours l’apparition des anticorps et que cette réponse survient d’autant

plus rapidement qu’il y a déjà eu contact avec le même antigène. Ils reproduisent l’élimination

rapide de l’antigène en injectant aux lapins un anticorps spécifique anti-γ-globuline bovines.

Figure 3 : Représentation semi-logarithmique de la radioactivité moyenne des protéines après injection à
des lapins de γ-globulines bovines (trait plein) ou de γ-globulines de lapins (trait pointillé), marquées à
l’iode 131 (d’après Talmage et al., 1951). L’élimination des γ-globulines hétérologues est représentée par une
courbe en trois phases, comparable à celle obtenue par Glenny et Hopkins, 1923. En revanche, les γ-globulines
homologues ont une élimination en seulement deux phases.
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Peu à peu les données issues de l’exploration biologique de la maladie sérique sont

reprises à l’occasion de la publication de cas cliniques rapportant l’inefficacité de la

sérothérapie. Littlewood et collaborateurs publient le cas d’un patient traité deux fois par anti-

toxine tétanique équine à 6 mois d’intervalle et qui meurt du tétanos (Littlewood et al., 1954).

Kind injecte la toxine tétanique à des souris sensibilisées ou non à l’anti-toxine tétanique

équine et vérifie l’hypothèse de Littlewood et de ses collaborateurs : le traitement est

inefficace chez les souris sensibilisées aux anticorps de cheval, conséquence de l’état

d’hypersensibilité et de l’accélération de l’élimination des anti-toxines tétaniques équines

(Kind, 1957). L’auteur conclut en proposant d’administrer une dose presque dix fois plus

importante lors de la deuxième injection afin que le traitement reste efficace même lorsque

l’anti-toxine est éliminée rapidement. Smolens et collaborateurs commentent ces observations

en disant que les anticorps de cheval sont considérés comme étrangers par le corps humain

favorisant leur rapide élimination. Ils ajoutent que les anticorps hétérologues, i.e. d’origine

animale, stimulent chez l’homme la production d’anticorps spécifiques qui neutralisent l’effet

des anti-toxines (Smolens et al., 1957). Les sérums équins anti-toxine tétanique administrés à

des sujets sensibilisés sont à l’origine de concentrations circulantes d’antitoxine très variables

et peuvent être détruits en 4 à 9 jours (Godfrey et al., 1960). Smolens et collaborateurs ont

montré que la demi-vie des anti-toxines de cheval est seulement de 7 à 14 jours chez des

sujets non sensibilisés (Smolens et al., 1961).

Les problèmes d’immunogénicité associés à une PK fluctuante des sérums animaux

ont nécessité de trouver une alternative à ces préparations et ont conduit les scientifiques à

envisager l’utilisation de sérums humains issus de sujets immunisés. Cette démarche a été

facilitée par les programmes de vaccination systématique anti-tétanique et du développement

du don du sang à partir des années 1960 (Watier, 2009). Administrées en intra-musculaire, les

anti-toxines tétaniques humaines ne sont pas associées à des phénomènes d’hypersensibilité

(Nation et al., 1963). En 1962, Suri et Rubbo montrent que les concentrations circulantes

protectrices obtenues avec des sérums dits homologues nécessitent des doses beaucoup plus

faibles de sérums anti-tétaniques humains qu’équins (Rubbo & Suri, 1962) et persistent à un

niveau élevé pendant plus longtemps avec les sérums humains dont la demi-vie est évaluée à

4 semaines (Smolens et al., 1961). Malgré leur coût élevé, ces préparations humaines se sont

imposées et sont encore utilisées aujourd’hui.
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Actuellement, certains anticorps hétérologues sont encore utilisés en médecine

humaine : ce sont d’une part les sérums équins anti-venins et antidotes issus du mouton, et

d’autre part les sérums de chevaux anti-lymphocytaires supplantés par les sérums de lapin

anti-thymocytes. Les sérums anti-venins sont utilisés depuis le début du XXème siècle pour

traiter des envenimements très variés, tant au niveau des organismes qui en sont responsables

que des venins proprement dits. Cependant, serpents, scorpions et araignées sont les êtres

venimeux les plus étudiés (Espino-Solis et al., 2009). Les premiers sérums utilisés ont été les

sérums équins composés d’immunoglobulines (Ig) entières (Theakston et al., 2003 ). Puis, à

partir de 1939 et l’introduction de la digestion des Ig par la pepsine selon Pope (Pope, 1939)

la majorité des équipes se sont mises à produire des fragments F(ab’)2 (León et al., 1997) et

certaines même des Fab (Theakston et al., 2003 ). En effet, éliminer la portion Fc des Ig réduit

leur immunogénicité (Porter, 1959) et la survenue des réactions anaphylactiques chez les

patients traités (Theakston et al., 2003 ; León et al., 1997) : IgG (30%) > F(ab’)2 (10%) > Fab

(0,8%).

La pharmacocinétique et la pharmacodynamie des trois formats sont différentes. Les

IgG ont une demi-vie plus longue de l’ordre de 61 à 194 heures alors qu’elle n’est que de 14,3

à 25,4 heures pour les Fab. En revanche, la petite taille des Fab permettrait leur diffusion

tissulaire plus rapide que les IgG et les F(ab’)2 pour lesquels ces caractéristiques sont

comparables. Cependant, ces propriétés ne semblent pas apporter une meilleure efficacité,

puisque IgG, F(ab’)2 et Fab sont aussi efficaces pour neutraliser localement les venins (Seifert

& Boyer 2001).

Peut-être plus importante que la forme choisie, la méthode de production des antidotes

est liée aux effets secondaires observés. En 2003, l’Oganisation mondiale de la Santé (OMS)

conclut, lors de son atelier dédié à la standardisation et au contrôle des anti-venins qu’il est

certainement avantageux de retirer la portion Fc des IgG et que le procédé de production des

fragments F(ab’)2 est plus facile à contôler que celui des Fab (Theakston et al., 2003 ).

Cependant, il n’est pas question de trouver un format consensuel IgG, F(ab’)2 ou Fab pour

tous les anti-venins, mais d’adapter au cas par cas.

Avec l’émergence des anticorps monoclonaux recombinants, il serait légitime de

croire que la classe des anticorps anti-venins bénéficierait de ces avancées technologiques.

Bien que certaines molécules soient brevetées : scFv (single chain Fv), diabody, nanobody,

chimerique, aucun nouveau format n’est actuellement en essai clinique (Espino-Solis et al.,

2009).
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Depuis 1967 (Starzl et al., 1967) et avant l’utilisation de la ciclosporine, les sérums

anti-lymphocytaires qui sont des IgG entières, ont significativement amélioré la survie des

greffons et diminué l’incidence du rejet de greffe en transplantation d’organe (Launois et al.,

1977). Ils induisent cependant la production d’anticorps humains dirigés contre les anticorps

de cheval ou de lapin (Prin Mathieu et al., 1997) détectés chez 10 à 30% des patients traités

(Tatum et al., 1984). Ils sont également responsables de la formation de complexes immuns

associés à une diminution de l’efficacité des sérums hétérologues. Enfin, ils sont à l’origine de

réactions d’hypersensibilité (Niblack et al., 1987) et de maladies sériques chez 7,1 à 27% des

patients de transplantation rénale (Tanriover et al., 2005). Trois anticorps monoclonaux ont

été développés pour être administrés en prévention du rejet aigu de greffe rénale. Ceux-ci

appartiennent à différentes générations d’anticorps thérapeutiques et ciblent deux types de

molécules à la surface des lymphocytes T. Le muromonab (OKT3®) (Tableau I) est un

anticorps murin dirigé contre le CD3 alors que le basiliximab (Simulect®) (Tableau II) et le

daclizumab (Zenapax®) (Tableau IV) qui sont respectivement des anticorps chimérique et

humanisé, ciblent tous deux le récepteur de l’IL-2 (CD25). Les sérums anti-thymocytes sont

actuellement le traitement de première intention pour les patients présentant un risque de rejet

de greffe élevé alors que les anticorps anti-récepteur de l’IL-2 sont préférés pour les autres

patients (Nashan, 2005).

1-2 Les anticorps monoclonaux murins

Bien que les anticorps polyclonaux humains aient montré un réel gain d’efficacité par

rapport aux anticorps animaux, ils ne sont utilisables qu’en prophylaxie ou en traitement des

pathologies essentiellement infectieuses. En effet, les préparations d’Ig enrichies en anticorps

ciblant un agent pathogène (virus de la varicelle, de l’hépatite A ou B), une toxine (tétanos)

ou le Rhésus D résultent de l’histoire médicale naturelle des individus donnant leur sang ou

bien des vaccinations dont ils ont bénéficié. Pourtant, il serait encore mieux de disposer

d’anticorps humains avec des spécificités désirées (anti-microbiennes et autres), mais

l’obtention de tels anticorps par immortalisation de cellules productrices d’anticorps humains

s’est révélée inexploitable (Carson & Freimark, 1986). Il n’est pas plus envisageable, pour des
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raisons éthiques mais aussi pratiques, d’utiliser des sérums humains naturels pour cibler une

protéine humaine qui serait impliquée dans des processus pathogéniques. En effet, cette

protéine, potentielle cible thérapeutique, appartient par définition au soi et se trouve donc

théoriquement non immunogène dans l’espèce humaine.

La découverte en 1975 de la technique des hybridomes a permis, quelques années plus

tard, l’avènement des premiers anticorps thérapeutiques monoclonaux d’origine murine

(Figure 4). Ces anticorps présentent le double avantage d’avoir une même spécificité

antigénique et donc de permettre un ciblage plus fin que les anticorps polyclonaux utilisés

jusque là, mais aussi d’éviter d’immuniser des animaux en continu et d’avoir à standardiser

les lots d’anticorps entre eux. Actuellement, six anticorps murins sont commercialisés

(Tableau I) et indiqués pour la majorité d’entre eux dans le traitement des cancers.

Figure 4 : Technique des hybridomes (d’après Chartrain & Chu, 2008). Les souris Balb/c sont exposées à
l’antigène humain d’intérêt par voie sous-cutanée. Elles reçoivent plusieurs injections favorisant à la fois le gain
d’affinité des anticorps pour l’antigène et la commutation de classe. L’immunisation est stimulée par l’utilisation
d’adjuvants comme l’adjuvant de Freund. Les cellules B spléniques murines sont extraites après sacrifice des
animaux. Ces cellules exprimant naturellement l’enzyme hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transférase
(HGPRT) sont fusionnées en présence de polyéthylène glycol avec des cellules de myélome murin non sécrétant
(cellules tumorales immortelles) déficientes en HGPRT. Quatre populations de cellules peuvent être obtenues :
des cellules spléniques et des cellules myélomateuses non fusionnées, des cellules hybrides immortelles qui
possèdent HGPRT (hybridomes) et des hybridomes instables. Les cellules sont cultivées dans un milieu riche en
hypoxanthine, aminoptérine et thymidine (HAT) permettant aux seules cellules à la fois immortelles et capables
d’utiliser la voie HGPRT de persister dans le milieu. Puis chaque hybridome est isolé par dilution limitante. Les
anticorps produits par chacun d’eux sont caractérisés du point de vue de leur structure, de leur spécificité
antigénique et de leur affinité. Peut alors être sélectionné le clone producteur de l’anticorps murin le plus
intéressant pour sa spécificité et ses propriétés neutralisantes.
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pression de sélection
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Tableau I : Anticorps de souris et de rat approuvés pour usage thérapeutique

Dénomination
commune
internationale
de l’anticorps
(spécialité)

AMMa Origine Isotype et
format

Cible antigénique Indications

muromonab
(OKT3,
Orthoclone®)

1986 souris IgG2aκ CD3 Rejet d’allo-greffe

edrecolomab
(Panorex®)

1995
uniquement
en
Allemangne

souris IgG2aκ Epithelial cell
adhesion
molecule
(EpCAM)

Cancer colorectal

ibritumomab
tiuxetan
(Zevalin®)

2002 souris IgG2a
couplée à
90Y

CD20 Lymphomes
malins non
hodgkiens à
lymphocytes B
folliculaires

tositumomab
(Bexxar®)

2003
uniquement
aux Etats-
Unis

souris IgG2aλ
couplé à
131I

CD20 Lymphomes
malins non
hodgkiens

catumaxomab
(Removab®)

2009 hybride
rat/souris

IgG2a de
souris et
IgG2b de
rat

Bispécificité :
CD3 et Epithelial
cell adhesion
molecule
(EpCAM)

Ascite maligne

aAMM, Autorisation de Mise sur le Marché : année du premier enregistrement FDA, Food and Drugs
Administration, EMEA, European Medicines Agency ou SFDA, China State Food and Drug
Administration.

Bien que ces anticorps soient très spécifiques de leur(s) cible(s) antigénique(s), ils

restent des anticorps de souris (ou de rat) administrés à des hommes, ce qui fait d’eux des

xénoantigènes et les rend potentiellement immunogènes pour les patients traités. Ils sont

classiquement associés à l’induction d’une réponse humorale appelée HAMA, human anti-

mouse antibodies (Carter et al., 2001). Les techniques permettant la détection des HAMA

sont très variées et manquent cruellement de standardisation. Certains centres développent

leurs propres méthodes, utilisant des techniques radio-immunologiques, immuno-
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enzymatiques (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) ou même HPLC, high-

performance liquid chromatography tandis que d’autres utilisent des trousses commerciales

(Mirick et al., 2004). Cependant, dans le cadre des traitements par anticorps monoclonaux

murins, les techniques ELISA utilisant l’anticorps murin d’intérêt pour capturer les HAMA et

un anticorps anti-Ig humaine couplé à une enzyme pour les révéler, sont couramment

employées en raison de leur sensibilité (HAMA survey group, 1993). Utiliser précisément

l’anticorps murin comme antigène de capture permet la détection des HAMA anti-

idiotypiques et/ou anti-allotypiques et/ou anti-isotypiques (Mirick et al., 2004) sans pour

autant, et c’est là l’inconvénient, permettre de les distinguer.

Une étude bibliographique publiée en 2005 a recensé l’immunogénicité des grandes

familles d’anticorps monoclonaux en tenant compte de l’incidence de la survenue d’anticorps

anti-anticorps chez les patients traités (Hwang & Foote 2005). Les auteurs ont notamment

analysé les résultats publiés sur la survenue des HAMA pour 44 anticorps murins

commercialisés ou en développement. Ils ont classé ces réponses en « négligeable » lorsque

moins de 2% des patients ont développé des anticorps (cette réponse correspond à une

situation idéale), « tolérable » entre 2 et 15% et « marquée » supérieure à 15%, réponse

associée à des accidents cliniques contre-indiquant probablement l’utilisation de la molécule.

A la question « est ce que les anticorps murins sont immunogènes ? », l’étude confirme ce qui

est communément admis (Carter, 2001) : 84% de ces anticorps sont responsables de réponses

« marquées », 7% de réponses « tolérables » et 9% de réponses « négligeables ». Les auteurs

ajoutent qu’il est très rare pour un anticorps murin de générer une immunogénicité

négligeable et à l’inverse, très fréquent pour ce même type d’anticorps d’observer que 100%

des patients développent des HAMA. On comprend dès lors aisément que les anticorps

murins ne constituent pas le format d’anticorps idéal pour des injections répétées lors de

traitements chroniques (Jakobovits et al., 2007).

Cependant, ces résultats méritent d’être nuancés. Bien que l’immunogénicité des

anticorps murins ait refroidi l’enthousiasme qui leur était réservé dans le traitement des

cancers, des études cliniques (Khazaeli et al., 1994 ; DeNardo et al., 2003) ont montré que la

survenue des HAMA n’est pas en soi un obstacle à l’utilisation des anticorps murins, dans le

sens où les réactions d’hypersensibilité immédiate sont rares et ne mettent pas en jeu le

pronostic vital. Il semble que le développement d’une réponse de type HAMA soit dépendant

du type de cancer traité : globalement, elle est observée chez 40 à 80% des patients traités par

anticorps murin pour une tumeur solide (Khazaeli et al.,1994). A l’inverse, la majorité des
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patients traités chroniquement pour hémopathies affectant la lignée B ne font pas d’HAMA :

seulement 2-17% des patients traités par tositumomab (Bexxar®) et 2% par ibritumomab

(Zevalin®) (McLaughlin et al., 1998 ; Kaminski et al., 2000). Ces résultats sont

vraisemblablement dus à la fois à la déplétion en lymphocytes B sains et malins instaurée par

le traitement anti-CD20, mais également à la tolérance induite par les fortes doses d’anticorps,

nécessaires pour saturer l’antigène qui est exprimé en forte densité sur les cellules B (Mirick

et al., 2004). De plus, certains auteurs (Khazaeli et al., 1994 ; Mirick et al., 2004) ont montré

que la survenue d’HAMA est associée, de façon tout à fait inattendue, à une survie prolongée

des patients. Ils invoquent le développement d’un réseau anti-idiotypique où le paratope des

HAMA, spécifiques de l’idiotype de l’anticorps murin, représenterait l’image en miroir de

l’antigène tumoral et pourrait stimuler une réponse anti-anti-idiotypique possiblement à

l’origine d’une réponse humorale naturelle du patient vis-à-vis de la tumeur ! Finalement, le

problème essentiel associé aux HAMA est qu’ils altèrent la PK des anticorps murins en

accélérant leur élimination et diminuant leur efficacité (Khazaeli et al., 1994 ; DeNardo et al.,

2003), conduisant les développeurs à se tourner vers d’autres molécules thérapeutiques.

L’immunogénicité des anticorps murins n’est cependant pas leur seul point faible. En

effet, ces anticorps interagissent assez mal avec les récepteurs humains pour la portion Fc des

IgG (FcγR) et le système du complément (Clark, 1984), ne recrutant donc pas de façon

optimale les effecteurs pouvant être nécessaires à une réponse immunitaire de type

cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)

ou  cytotoxicité dépendante du complément (CDC, complement-dependent cytotoxicity). Par

ailleurs, il est maintenant connu que le FcRn humain, récepteur néonatal des IgG impliqué

dans leur catabolisme, lie les IgG murines avec une plus faible affinité que ne le fait le FcRn

murin, ce qui explique que la demi-vie de ces anticorps soit assez courte, indépendamment de

la présence d’HAMA (Ober et al., 2001 ; Loisel et al., 2007).

De fait, les interactions des anticorps murins avec le système immunitaire ainsi que

leur PK relèvent de l’implication la portion Fc de ces IgG avec certains récepteurs. Il se

trouve que cette même portion Fc pourrait être également très liée à l’immunogénicité de ces

molécules. En effet, l’identification des structures des anticorps impliquées dans leur

immunogénicité a été rendue possible par les expériences de digestion enzymatique des

anticorps de lapin par la papaïne, publiées dès 1959 par Porter (Porter, 1959). L’auteur montre

que les anticorps sont divisés en trois fragments appelés I, II et III. Les deux premiers très
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semblables, situés à l’extrêmité N-terminale de la molécule et capables de lier l’antigène sont

nos actuels Fab, fragment antigen binding. Le troisième, de structure très différente des deux

autres, en C-terminale qui cristallise facilement correspond au Fc, crystallized fragment. Pour

Porter, c’est ce fragment III qui porte la majorité de l’antigénicité (et de l’immunogénicité) de

la molécule originelle  (Porter, 1959 ; Porter, 1967).

C’est pourquoi l’évolution de la conception des anticorps thérapeutiques s’est orientée,

dès les années 1980, vers une humanisation privilégiée de la portion Fc des anticorps murins.

La génération d’anticorps monoclonaux recombinants chimériques, associant des régions

murines et humaines, a été possible grâce à l’essor conjoint des biotechnologies qui ont

permis une humanisation des anticorps de plus en plus poussée, aboutissant à la production

d’anticorps humanisés et même totalement humains.

1-3 Les anticorps monoclonaux recombinants

La première génération d’anticorps monoclonaux recombinants à visée thérapeutique à

avoir été commercialisée sont les anticorps chimériques avec comme chef de file l’abciximab

(RéoPro®) commercialisé en 1994. Cette nouvelle famille est le fruit des avancées

technologiques mises en œuvre par une équipe américaine (Morrison et al., 1984) :

l’humanisation des domaines constants des anticorps murins ainsi obtenue a permis de réduire

l’induction d’une réponse immunitaire, tout en possédant des propriétés effectrices et

pharmacocinétiques typiques des IgG1 humaines (sous-classe majoritaire des anticorps

monoclonaux recombinants), portées par leur portion Fc. La très nette amélioration des

propriétés des anticorps chimériques par rapport aux anticorps murins aurait pu consacrer les

premiers et arrêter net la quête de moindre immunogénicité de ces molécules. Heureusement

ou pas, la course à la propriété industrielle rattrape cependant bien souvent les préoccupations

des scientifiques, poussant ces derniers à imaginer de nouvelles stratégies pour contourner les

brevets et, autant que possible, à les surpasser. De fait, l’histoire des anticorps thérapeutiques

étroitement liée à celle des biotechnologies a vu l’élaboration des anticorps humanisés, plus

humains que les chimériques, emmenés par l’alemtuzumab (MabCampath®), revendiquant

d’être bien sûr, moins immunogènes que les chimériques (Riechmann et al., 1988).
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1-3-1 Structure des anticorps monoclonaux recombinants

Tous les anticorps monoclonaux recombinants actuellement sur le marché

appartiennent aux IgG (Tableaux II, IV et V), classe d’immunoglobulines dont la structure, en

un siècle de recherche sur les anticorps, est bien connue (Figure 5).

Figure 5 : Représentation tridimensionnelle d’une IgG1k humaine. Il s’agit de la représentation du squelette
carboné de l’anticorps monoclonal b12 dirigé contre la glycoprotéine d’enveloppe gp210 du VIH, la première, et
jusqu’à présent la seule, IgG1k humaine entière obtenue par cristallographie (Saphire et al., 2001) (PDBand
IMGT/3Dstructure-DB, http://imgt.org : 1hzh). La figure a été générée avec le logiciel VMD (Humphrey et al.,
1996). Les deux mêmes chaînes lourdes γ1 figurent en gris alors que les deux chaînes légères sont en bleu liées
entre elles par des ponts disulfure. Ces quatre chaînes sont repliées en domaines : un domaine variable VH et
trois domaines constants CH1, CH2 et CH3 pour chaque chaîne lourde avec une région charnière se situant entre
les domaines CH1 et CH2. Chaque chaîne légère κ est quant à elle composée d’un domaine variable VL et un
domaine constant CL aussi appelés V-KAPPA et C-KAPPA (Lefranc & Lefranc, 2001). Les trois bras de
l’anticorps correspondent aux deux bras Fab (Fragment antigen binding) et un Fc (Fragment crystallised).
Chaque Fab porte un site de liaison à l’antigène ou paratope (les boucles CDR, complementarity determining
regions figurent en rouge). Contrairement à la représentation schématique classique d’un anticorps sous la forme
d’un Y figé et symétrique, la structure cristalline illustre parfaitement l’asymétrie de la molécule qui résulte de la
grande flexibilité des trois bras autour des ponts disulfure de la région charnière.

VH

VL

CH1

CH2

CH3

CL

région
charnière

Fab

Fc

boucles
CDR
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En dehors de leur appartenance à la même classe d’immunoglobuline, ces anticorps

thérapeutiques varient dans leur degré d’humanisation ce qui affecte les séquences

peptidiques de leurs chaînes lourdes et légères ainsi que dans leur format, selon qu’il s’agit

d’une molécule entière ou d’un fragment. D’une part, leurs domaines variables sont modifiés

avec la possible combinaison de séquences d’origine murines et humaines, mais également

leurs domaines constants, selon la ou les sous-classe(s) d’IgG choisie(s) ainsi que les

éventuelles variations apportées à la séquence d’origine pour optimiser l’efficacité, la

pharmacocinétique de la molécule ou diminuer son immunogénicité.

1-3-2 Degré d’humanisation

Les anticorps d’origine murine utilisés en médecine humaine sont généralement

immunogènes. Cette réponse immunitaire est largement moindre vis-à-vis des chimériques et

ne concerne pas tous les patients. Les efforts d’humanisation ultérieurs, centrés sur les

domaines variables et aboutissant à la génération d’anticorps humanisés et complètement

humains, semblent en réduire plus encore l’immunogénicité sans pour autant l’éliminer

(Hwang & Foote, 2005).

L’isotypie n’est pas source d’immunogénicité dès lors que les anticorps sont

chimériques, humanisés ou totalement humains. La plus grande avancée en ce qui concerne

l’immunogénicité de ces molécules réside finalement dans le fait que la portion Fc d’anticorps

de souris ait été remplacée par les domaines constants humains correspondant (Kuus-Reichel

1994 ; Hwang & Foote, 2005), faisant des anticorps chimériques la première génération

d’anticorps tolérables et fonctionnels chez l’homme en traitement chronique. En ce qui

concerne la fonctionnalité des anticorps entiers, l’origine humaine de la portion Fc est très

importante pour créer des interactions optimales entre anticorps et cellules du système

immunitaire et donc permettre une plus grande efficacité (Clark, 1984). Elle allonge

également la demi-vie des IgG en favorisant leur prise en charge par le FcRn, récepteur

impliqué dans le métabolisme des IgG.

En revanche, le paratope de l’anticorps, constitué par la combinaison des régions

hypervariables des domaines variables de ses chaînes lourdes et légères (Figure 5), est le

résultat de la configuration unique des acides aminés constituant le site de liaison à l’antigène.

Il est également appelé idiotype lorsqu’il est fait référence aux sites antigéniques qu’il porte.

Cet idiotype constitue donc un déterminant antigénique propre à chaque espèce d’anticorps
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(De Lange, 1988) et susceptible d’induire une réponse anticorps anti-idiotypique. En effet,

Benjamin et collaborateurs en 1986 précisent que cette réponse restera un problème constant

des traitements par anticorps thérapeutiques que ceux-ci soient chimériques ou humanisés

(Benjamin et al., 1986).

1-3-3 Format

Parmi les 20 anticorps thérapeutiques nus commercialisés, trois d’entre eux seulement

ne sont pas des IgG entières, mais des Fab. Il s’agit de l’abciximab (Reopro®), du ranibizumab

(Lucentis®) et du certolizumab pegol (Cimzia®). La forme des anticorps thérapeutiques est

importante puisqu’il semble que les fragments Fab soient moins immunogènes que les F(ab’)2

ou l’immunoglobuline entière (Kuus-Reichel et al., 1994). Les études cliniques relatives à

l’utilisation du ranibizumab ne rapportent pas la survenue d’anticorps ciblant ce médicament

(Rosenfeld et al., 2006). En revanche, le certolizumab pegol stimule une réponse immunitaire

chez 9% des patients qui en reçoivent (Schreiber et al., 2007). De la même façon, l’abciximab

qui est un Fab chimérique anti-GPIIbIIIa utilisé comme anti-agrégant plaquettaire, est tout de

même à l’origine chez certains patients traités d’une réponse immune de type HACA, human

anti-chimeric antibodies (Dery et al., 2004). En effet, l’anticorps murin 7E3 à l’origine de

l’abciximab a été utilisé sous forme de fragments Fab afin d’empêcher la phagocytose des

plaquettes qui pourrait être médiée par la portion Fc des IgG les recouvrant, leur activation

par le FcγRIIA plaquettaire mais aussi pour mieux contrôler la demi-vie de la molécule en

raison du risque hémorragique qui lui est associé. Par la suite, le Fab 7E3 murin a été

développé dans une version chimérique pour en réduire l’immunogénicité (Knight et al.,

1995). Effectivement, 45% des patients traités avec le Fab murin ont développé des anticorps

alors qu’une réponse équivalente n’a été recensée que chez 5,8% des patients traités avec son

homologue chimérique. De plus, les auteurs ont remarqué que pour 17% des patients traités

avec le Fab murin, la réponse est entièrement dirigée contre ses domaines variables, alors que

ceci n’est observé que chez 1% des patients traités avec le Fab chimérique (Knight et al.,

1995). L’hypothèse des auteurs est que les régions constantes CH1 et CL sont d’importants

modulateurs de la réponse immunitaire dirigée contre les domaines variables (Khazaeli et al.,

1991 ; Del Val et al., 1991 ; Knight et al., 1995).

Les Fab d’anticorps représentent un format attractif car ils se distribuent rapidement

dans les tissus, en revanche leur affinité pour l’antigène est plus faible que pour une IgG
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entière homologue et leur demi-vie plus courte. C’est pourquoi, comme le ranibizumab

(Gaudreault et al., 2005), ces molécules peuvent être issues de variants dont l’affinité pour la

cible antigénique est optimisée, ou peuvent être couplée, comme le certolizumab à des

molécules de polyéthylène-glycol afin d’allonger leur demi-vie à 14 jours (Rodrigues et al.,

2009, Wong et al., 2008).

La comparaison des propriétés effectrices de trois anticorps anti-TNF-α i.e infliximab,

certolizumab pegol et adalimumab, permet d’illustrer l’influence de la structure des molécules

sur leurs mécanismes d’action. Bien qu’aucune donnée ne soit actuellement publiée sur le

mécanisme d’action du tout nouveau golimumab (Symponi®), dernier-né des anti-TNF-α, on

peut imaginer qu’il se rapproche de celui de l’infliximab et l’adalimumab qui sont comme lui

des IgG entières. En effet, ces deux biomédicaments sont capables de stimuler une

cytotoxicité dépendante du complément (CDC, complement-dependent cytotoxicity), une

cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC,  antibody- dependent cell-mediated

cytotoxicity), d’augmenter la proportion de cellules entrant en apoptose et la dégranulation des

polynucléaires neutrophiles, ce dont n’est pas du tout capable le certolizumab pegol (Scallon

et al., 1995, Schen et al., 2005, Fossati & Nesbitt, 2005, Nesbitt et al., 2007). De plus, ces

résultats suggèrent que ces mécanismes ne sont pas indispensables à l’efficacité des anti-TNF-

α contrairement à l’inhibition de la production d’IL-1β observée avec les trois molécules

(Nesbitt et al., 2007). Pour Wong et collaborateurs c’est précisément la potentielle toxicité

liée aux propriétés effectrices du fragment Fc de l’infliximab et de l’adalimumab, capable de

recruter le complément mais aussi des effecteurs cellulaires grâce aux récepteurs FcγR qui est

à l’origine du développement du Fab certolizumab pegol (Wong et al., 2008). Les travaux

menés par notre équipe en collaboration avec des gastro-entérologues belges montrent en

effete que la liaison aux FcγRIIIA pourrait tout de même intervenir dans l’efficacité des IgG1

entières anti-TNF-α puisqu’ils ont montré que le polymorphisme FCGR3A-158V/F qui

affecte le FcγRIIIA est associé à la réponse biologique de l’infliximab dans la maladie de

Crohn (Hanauer et al., 2002 ; Louis et al., 2004). Les auteurs ont proposé qu’à l’instar de ce

qui est observé avec le rituximab, le recrutement des effecteurs cellulaires par l’interaction

Fc-FcγRIIIA aboutissant à l’ADCC serait modulée par la concentration d’infliximab (Louis et

al., 2006, Willot et al., 2006).
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1-4 Les anticorps monoclonaux recombinants chimériques

1-4-1 Ingénierie des anticorps chimériques

Actuellement, six anticorps chimériques ont reçu l’AMM, autorisation de mise sur le

marché. Il s’agit d’anticorps nus indiqués dans le traitement de maladies auto-immunes ou de

cancers (Tableau II). D’un point de vue structural, ils associent des domaines variables murins

et des domaines constants humains, le plus souvent issus de chaîne lourde γ1 et chaîne légère

κ (Figure 6). Cependant, certains anticorps chimériques actuellement en développement sont

élaborés à partir de domaines variables de primates et plus particulièrement de macaque, une

façon de se rapprocher un peu plus du répertoire humain des immunoglobulines : c’est le cas

du lumiliximab et du galiximab ciblant respectivement CD23 et CD80 (Reichert, 2004 ;

Castillo et al., 2008). En effet, les séquences des anticorps de primates sont plus proches des

séquences humaines que leurs homologues murins suggérant leur moindre immunogénicité

pour l’homme (Laffly et al., 2005) ce que confirment certaines études (Bugelski et al., 2000 ;

Gottlieb et al., 2004).



46

Tableau II: Anticorps chimériques approuvés pour un usage thérapeutique (Wang et al.,

2009 ; Jefferis & Lefranc, 2009 ; Beck et al., 2009)

Dénomination
commune
internationale
(spécialité)

AMMa Isotype ;
format

Allotype
G1m
Km

Cible antigénique Indications
thérapeutiques

abciximab
(Reopro®)

1994 Fab
d’IgG1

nd GPIIb/IIIa Anti-agrégent
plaquettaire dans la
prévention des
complications
cardiaques
ischémiques

rituximab
(MabThera®,
Rituxan®b)

1997 IgG1κ
entière

G1m17,1 
Km3

CD20 Lymphomes malins
non-hodgkiniens

basiliximab
(Simulect®)

1998 IgG1κ
entière

G1m3 
Km3

CD25 Prévention du rejet
aigu de greffe rénale

infliximab
(Remicade®)

1998 IgG1κ
entière

G1m17,1
Km3

TNF-α, tumor
necrosis factor-α

Polyarthrite
rhumatoïde,
spondylarthrite
ankylosante,
maladie de Crohn
de l’adulte et de
l’enfant, rectocolite
hémorragique,
psoriasis,
rhumatisme
psoriasique

ch-TNT
(Vivatuxin®)

2003
uniquement
en Chine

Couplé
à 131I

nd nd Cancer du poumon

cétuximab
(Erbitux®)

2004 IgG1κ
entière

G1m3 
Km3

EGFR,
epidermal
growth factor
receptor
(ERBB1)

Cancer du colon
métastatique

metuximab
(Licartin®)

2005
uniquement
en Chine

F(ab’)2

couplé à
131I

CD147 Carcinome
hépatique

a AMM, Autorisation de Mise sur le Marché : année du premier enregistrement FDA, Food and Drugs
Administration, EMEA, European Medicines Agency ou SFDA, China State Food and Drug
Administration. bLe rituximab est commercialisé sous le nom de spécialité Rituxan® aux Etats-Unis, au
Canada et au Japon et sous le nom de spécialité MabThera® dans le reste du monde. nd, non
déterminés
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Figure 6 : Production des anticorps chimériques : exemple d’un anticorps anti-TNF-α humain (d’après
Bendtzen, 2006 (site de l’IIR)).  Les souris sont immunisées avec l’antigène d’intérêt, ici du TNF-α humain
recombinant.  Les cellules B murines spléniques ou splénocytes sont utilisées pour préparer des hybridomes
(Figure 4). Les clones obtenus produisant l’anticorps anti-TNF-α humain sont isolés.  Les séquences (soit
d’ADN génomique réarrangé, soit d’ADN complémentaire) codant les domaines variables murins d’une part et
les séquences codant les régions constantes humaines issues de plasmocytes ou de lymphocytes B humains
d’autre part sont isolées, purifiées et  fusionnées pour coder ensemble un anticorps chimérique spécifique du
TNF-α humain.  Ces séquences hybrides sont ensuite clonées dans des vecteurs d’expression qui sont à leur
tour transfectés dans des cellules de mammifères (CHO, Sp2/0) afin de produire des anticorps chimériques
correctement glycosylés (Knight et al., 1993 ; Reff et al., 1994).

Immunisation avec du TNF-α
humain recombinant

Isolement des splénocytes murins et
production d’hybridomes

L’hybridome produisant l’anticorps anti-TNF-α humain est isolé et
la séquence d’ADN codant cet anticorps, purifiée

Gènes

Gènes

Gènes AnticorpsAnticorps

            TNF-α
Combinaison des gènes humains codant les domaines constants CH et CL

et des gènes murins codant les domaines variables VH et VL

Anticorps chimérique
2/3 humain et 1/3 murin

Les gènes codant l’anticorps chimérique sont clonés et les vecteurs d’expression transfectés en cellules de mammifères

Isolement de l’anticorps monoclonal
chimérique dirigés contre le TNF-α

humain

Humains Murins

Plasmocyte humain
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1-4-2 Choix de l’isotype de chaîne légère et de chaîne lourde

1-4-2-1 Les chaînes légères

La majorité des anticorps thérapeutiques portent des chaînes kappa (Tableaux I, II, IV

et V), celles de l’abciximab n’ayant pas été rendues publiques (Wang et al., 2009). Seul le

tositumomab (Bexxar®) (Tableau I) est connu pour avoir des chaînes légères lambda. La

raison de cette distribution semble venir du fait que chez les souris, modèle utilisé pour la

préparation des anticorps chimériques et humanisés, 95% des chaînes légères sont kappa

(Wang et al., 2009 ; Almagro et al., 1998).

1-4-2-2 Les chaînes lourdes

Les domaines constants des anticorps monoclonaux recombinants chimériques et des

générations ultérieures d’anticorps qui ont été développées (humanisés et complètement

humains) sont d’origine humaine. Pour les anticorps thérapeutiques qui sont des

immunoglobulines entières, le choix de l’isotype de chaîne lourde conditionne à la fois

l’immunogénicité de la molécule mais également ses fonctions. En effet, Reitan et Hannestad

ont observé qu’un idiotype immunogène porté par une IgM monoclonale murine (sans

adjuvant) devient tolérogène chez la souris lorsqu’il est porté par une IgG (IgG1, IgG2a et 2b,

IgG3) ou une pIgA (IgA polymérique) et reste immunogène s’il est porté par une IgE, une

IgA monomérique ou encore un fragment F(ab’)2 d’IgG1 (Reitan & Hannestad, 2002). La

moindre immunogénicité des IgG et pIgA est probablement liée à leur demi-vie : les IgG

induiraient une tolérance à forte dose (longue demi-vie) et les pIgA une tolérance à faible

dose (courte demi-vie). Cependant, le travail de Yata et collaborateurs modère

l’immunogénicité des fragments d’anticorps en montrant que la réponse immunitaire induite

par le fragment Fab d’un anticorps chimérique a une intensité plus faible que l’anticorps

entier correspondant (Yata et al., 2003). Au total, la région Fc détermine l’immunogénicité ou

l’induction de tolérance d’un idiotype, avec des résultats différents d’une étude à l’autre qui

sont sans doute fonction de la spécificité antigénique et des conditions expérimentales. Ce
rôle dévolu à la portion Fc souligne l’importance des intéractions avec les FcγR et le
systèmedu complément dans ce phénomène.
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Le rôle des FcγR dans la réponse immunitaire anti-anticorps thérapeutique a été évalué

grâce aux travaux de Whitmer et collaborateurs. Ils ont étudié l’induction de tolérance vis-à-

vis de γ-globulines humaines chez des souris déficientes en récepteurs FcγR activateurs

(souris dont le gène codant FcR-γ a été invalidé) ou en récepteur FcγR inhibiteur, le FcγRII.

Leurs résultats suggèrent que les FcγR activateurs ne contribuent pas à la réponse cellulaire T

anti-anticorps, mais qu’en revanche l’immunogénicité des anticorps est augmentée en

l’absence du récepteur inhibiteur FcγRII (Whitmer et al., 1997).

Le mode d’action de certains anticorps thérapeutiques mobilise également le système

du complément. Or il semble que les protéines qui le composent puissent influencer

l’immunogénicité des anticorps sur lesquels elles se fixent. En effet, la recherche en matière

de thérapie anti-cancéreuse s’oriente vers le développement de vaccins anti-tumoraux. Il

s’agit d’anticorps dont l’idiotype mime un antigène tumoral : ceci permettrait de présenter

l’antigène (l’idiotype) au système immunitaire, de rompre la tolérance et stimuler une réponse

immunitaire efficace. Or utilisés seul, ces anticorps induisent une réponse anti-idiotypique

trop faible pour être réellement efficace. De plus, les adjuvants disponibles, potentiellement

toxiques, ne sont pas tous utilisables en thérapeutique humaine. C’est la raison pour laquelle

Lou et collaborateurs ont travaillé sur l’utilisation de protéines du complément comme

adjuvant. Les auteurs ont donc fixé le C3d sur les régions charpentes des domaines variables

de l’anticorps anti-idiotypique mimant l’antigène carcino-embryonnaire, en s’assurant que

cette liaison ne modifiait pas la reconnaissance de l’antigène et n’induisait pas la formation de

complexes immuns. La fraction C3d se lie physiologiquement sur les lymphocytes B à son

récepteur CR2, ce qui peut initier la réponse immunitaire B-T. De fait, ils ont ainsi pu

observer une forte réponse anti-idiotypique (Lou & Kohler, 1998). Ces résultats suggèrent que

le complément, en se liant aux anticorps peut modifier leur immunogénicité. En revanche,

notre recherche bibliographique n’a recensé aucune étude de l’influence du recrutement du

complément et du C3d en particulier, sur l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques

commercialisés.

Les anticorps entiers nus utilisés en thérapeutique dérivent tous, pour leurs domaines

constants de chaînes lourdes, d’une IgG et la majorité d’entre elles sont des IgG1 (Tableaux

II, IV, V). Ce choix fut motivé par la meilleure connaissance que nous avons de cette classe et

de cette sous-classe (les IgG1 représentent 60% des IgG humaines circulantes), leur grande

spécificité antigénique en tant qu’acteurs de la réponse immunitaire secondaire et les
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fonctions effectrices liées à leur Fc (Tableau III) contribuant possiblement à l’efficacité

thérapeutique de l’anticorps (Burton & Wook., 1992 ; Jefferis, 2007 ; Jefferis, 2010). Le

modèle que représentent les IgG fut non seulement appliqué aux premiers anticorps

thérapeutiques élaborés, mais continu d’être employé pour les anticorps entiers actuellement

en développement (Jefferis, 2010) : les IgA et les IgM sont d’un intérêt limité, et ce d’autant

que les IgM sont très difficiles à préparer en raison de la complexité de leur structure et de

leur poids, qui limite également leur passage à travers les barrières endothéliales pour

atteindre leur antigène (Carter, 2006).

Tableau III: Caractéristiques fonctionnelles des quatre sous-classes d’IgG humaines

(Alyanakian et al., 2003 ; Salfeld, 2007 ; Jefferis, 2007 ; Bruhns et al., 2009)

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

Distribution au
sein des IgG

60% 25% 10% 5%

Demi-vie (jours) 36,3 ± 9,2 37,1 ± 13,9 28,6 ± 10,4 15,6 ± 4,5

Liaison au FcRn + + + +

Liaison au C1q + + - + + + -

FcγRI + + + - + + + + + +

FcγRIIA + + + + + +

FcγRIIB/C + + + +

FcγRIIIA + + + + + +

FcγRIIIB + - + + -

1-4-2-3 Les IgG1

La sous-classe d’IgG choisie pour un anticorps thérapeutique dépend des fonctions et

de la demi-vie souhaitées. En 1996, Isaacs et collaborateurs ont étudié le CAMPATH-1H, une

IgG1 qui cible le CD52 sur les lymphocytes et les monocytes et provoque la lyse de ces

cellules aussi bien chez les patients traités pour un lymphome qu’une maladie auto-immune.

L’activité thérapeutique des anticorps ne justifie pas toujours d’avoir un effet cytolytique, très

utile en thérapie anti-cancéreuse, et donc de posséder les domaines constants d’une IgG1
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(Beenhouwer et al., 2007). C’est pourquoi les auteurs ont analysé l’activité biologique du

CAMPATH-1H portant les domaines constants d’une IgG4, connue pour ne pas être

cytolytique. Ils montrent que le variant IgG4 a un pouvoir déplétant plus faible que l’IgG1

mais bien réel (Issacs et al., 1996) expliqué par sa fixation sur FcγRI et FcγRIIIA-158V

(Tableau III). Cette fonction n’est pas si franche pour d’autres anticorps monoclonaux IgG4

de spécificités antigéniques différentes. En revanche, des travaux antérieurs ont rapporté que

la version IgM ou IgG2a de rat du CAMPATH ne sont pas cytopéniants (Dyer et al., 1989).

Le bévacizumab (Avastin®) est une IgG1κ qui agit en neutralisant le VEGF soluble

afin que celui-ci ne se fixe pas sur ses récepteurs (Shih & Lindley, 2006) et les fonctions liées

à sa portion Fc n’interviennent pas du tout dans son efficacité thérapeutique (Labrijn et al.,

2008). Finalement, le seul avantage d’être sous la forme d’une IgG entière pour les anticorps

thérapeutiques strictement neutralisant comme le bévacizumab, est d’avoir une demi-vie

longue (Shih & Lindley, 2006). Parmi les alternatives permettant de se libérer des fonctions

associées au Fc des IgG1, a déjà été envisagée l’utilisation de fragment Fab (Labrijn et al.,

2008 ; § 1-3-3), mais il est également possible d’envisager une sous-classe différente d’IgG1

ou une portion Fc qui serait aglycosylée.

Quelques rares exceptions parmi les anticorps commercialisés ne sont pas des

IgG1 mais des IgG2, des IgG4 ou des hybrides IgG2/IgG4 (Tableau IV). Jusqu’à présent les

IgG3 ont été exclues en raison de leur trop longue charnière, de leur trop grande sensibilité à

la protéolyse et de leurs trop nombreux allotypes (Carter, 2006 ; Salfeld et al., 2007).

Cependant, les récents travaux de Stapleton et collaborateurs pourraient faire évoluer

l’opinion à ce sujet. En effet, ils ont montré que la courte demi-vie des IgG3 (7 jours) résulte

d’une meilleure prise en charge des autres sous-classes d’IgG par le FcRn à la faveur d’une

histidine commune en position 435 quand les IgG3 portent elles une arginine. La construction

d’un variant d’IgG3 porteur d’une histidine en position 435 restaure une demi-vie comparable

à celle des IgG1. Ces résultats suggèrent que les IgG3 aux propriétés effectrices remarquables

(très bon recrutement du C1q, très bonne liaison au FcγRI et FcγRIII) pourraient être un très

bon candidat pour le développement de futurs anticorps thérapeutiques (Stapleton et al.,

2009).
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1-4-2-4 Les IgG2

 Le choix d’une IgG2 se justifie par une activité effectrice plus limitée que les IgG1

(Canfield & Morrison, 1991 ; Jefferis, 2007), qui n’est en effet pas forcément indispensable,

voire préjudiciable, au bon fonctionnement de l’anticorps. Des travaux récents ont montré que

leur structure présente une certaine originalité : une organisation variable des ponts disulfure

de leur région charnière serait à l’origine de 3 isoformes IgG2-A, -B et –A/B présents au sein

d’une même population d’anticorps et dont la distribution est influencée par la chaîne légère

qui leur est associée et leur micro-environnement en termes d’oxydo-réduction (Figure 7). Ces

trois isoformes ont des conformations différentes influençant l’orientation des bras Fab et Fc

ainsi que la flexibilité des molécules. Les auteurs ont mis en évidence leurs différences

fonctionnelles en comparant l’action neutralisante d’une IgG1κ et des isoformes d’une IgG2κ

monoclonales, de paratopes identiques et dirigées contre le récepteur R1 de l’IL-1β. Leurs

résultats montrent que l’IgG1 inhibe plus fortement les effets cellulaires de l’IL-1β, i.e. la

production d’IL-6 que les isoformes d’IgG2, mais aussi qu’il existe une nette différence entre

IgG2-A et IgG2-B (IgG2-A>IgG2-B) (Wypych et al., 2008 ; Dillon et al., 2008).

Figure 7 : Isoformes d’IgG2 humaines impliquant différentes conformations de ponts disulfure inter-
chaînes (d’après Wypych et al., 2008). Noter que seule l’isoforme IgG2-A présente des ponts disulfure inter-
chaînes strictement localisés dans la région charnière. Les isoformes IgG2-B et IgG2-A/B ont des liaisons
disulfures stables impliquant des résidus cystéine de la charnière avec la cystéine en C-terminal du domaine
constant (CL) de chaîne légère (blanc) d’une part, et une cystéine du premier domaine constant (CH1) de chaîne
lourde (gris) d’autre part. L’isoforme pour lequel la charnière est associée aux deux bras Fab par des ponts
disulfure est appelé IgG2-B, alors que l’isoforme avec un bras Fab indépendant de la charnière (comme pour
IgG2-A) et un bras Fab connecté à la charnière (comme pour IgG2-B) est appelé IgG2-A/B.
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Bien que l’instabilité des ponts disulfure des IgG2 puisse limiter l’engouement pour

développer des molécules thérapeutiques appartenant à cette sous-classe, plusieurs sont déjà

utilisées en médecine (Tableau IV). C’est le cas particulier de l’éculizumab (Figure 8), un

hybride IgG2/IgG4 où précisément les CH1 et la charnière sont issus d’une IgG2, et les

domaines CH2 et CH3 d’une IgG4 (Thomas et al., 1996 ; Wang et al., 2009).

Figure 8 : Structure de l’éculizumab (Soliris®) (d’après Rother et al., 2007). L’éculizumab est un anticorps
humanisé associant des régions déterminant la complémentarité d’origine murine et des régions charpentes
humaines. Ses domaines constants combinent le CH1 et la charnière d’une IgG2 humaine avec le CH2 et le CH3
d’une IgG4 humaine n’activant pas la cascade du complément et ne recrutement pas les effecteurs cellulaires par
cette portion Fc hybride.

Ce choix étonnant avait été initialement fait pour élaborer un anticorps monoclonal

humanisé dirigé contre le VCAM, vascular cell adhesion molecule porcin afin de bloquer

l’adhésion des cellules natural killer, des lymphocytes T et des monocytes humains sur les

cellules endothéliales aortiques porcines en xénotransplantation (Mueller et al., 1997). Dans

ce contexte de rejet de greffe, stimuler l’activation du complément et les interactions avec les

FcγR n’étant pas souhaitable, les auteurs ont imaginé associer artificiellement IgG4 et IgG2

en raison de leur inaptitude commune à activer la cascade du complément (Tao et al., 1993 ;

Smith et al., 1995 ; Thomas et al., 1996 ; Canfield & Morrison, 1991) et la faible interaction

CH2 et CH3 issus d’une IgG4 humaine
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des IgG2 avec les FcγR (Canfield & Morrison, 1991) impliquant par ailleurs la charnière

(Duncan et al., 1988). Cette alternative a été préférée à la modification de la séquence d’une

chaîne lourde en vue d’invalider les sites de liaison du complément et des FcγR risquant de

générer des sites immunogènes. Les travaux sur l’anticorps anti-VCAM porcin ont été menés

par la firme (Alexion Pharmaceuticals) qui simultanément a mis au point l’éculizumab. Cette

construction lui a sans doute été par la suite appliquée puisque l’éculizumab est un anticorps

neutralisant la fraction C5 du complément.

1-4-2-5 Les IgG4

L’instabilité des ponts disulfure a également été rapportée pour les IgG4. Elle est due à

la présence d’une sérine dans la charnière des IgG4 à une position où les IgG1 ont une proline

ce qui influence les ponts disulfure inter et intra-chaînes des IgG4. Bien que la stabilité de la

molécule soit assurée par des liaisons non covalentes au niveau de leurs domaines CH3, 25-

75 % des IgG4 n’ont ainsi pas de liaison covalente associant leurs deux chaînes lourdes ce qui

explique que dans certaines conditions les IgG4 soient capables d’échanger la moitié de leur

molécule (une chaîne lourde associée à une chaîne légère ou hémi-anticorps). Ce mécanisme

est appelé « Fab-arm exchange » et aboutit à la formation d’IgG4 bi-spécifiques (Aalberse &

Schuurman, 2002) dont les conséquences pour le natalizumab (Tableau IV) viennent d’être

évaluées. Labrijn et collaborateurs ont montré que le natalizumab est effectivement capable in

vivo d’échanger la moitié de sa molécule avec des IgG4 endogènes, ce qui sous-tend que la

charnière de cet anticorps n’a pas été modifiée dans le but de limiter le phénomène. Bien que

ces résultats suggèrent que la PK et la pharmacodynamie du natalizumab puissent être

altérées, aucun argument ne confirme cette hypothèse. Cependant, les auteurs prennent le parti

du principe de précaution en conseillant d’introduire les mutations ad hoc lors de la

conception de nouveaux anticorps thérapeutiques IgG4 (Labrijn et al., 2009).

1-4-3 Glycosylation des anticorps thérapeutiques

Les IgG présentent sur leurs domaines CH2 un site de N-glycosylation en position 297

accueillant une chaîne oligosaccharidique impliquée dans la conformation des chaînes lourdes

qui composent la portion Fc des IgG. Les sucres greffés sur les IgG humaines naturelles

forment un complexe bi-antenné d’une formidable hétérogénéité centré sur une chaîne
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conservée de sept sucres générant 128 glycoformes différents (Figure 9). Cette glycosyaltion

est indispensable aux fonctions effectrices des IgG et leur efficacité varie d’une glycoforme à

l’autre.

Figure 9 : Organisation des sucres associés aux IgG (modifié d’après Carter, 2006). Les IgG sont des
protéines N-glycosylées au niveau du deuxième domaine constant de leurs chaînes lourdes (CH2), sur une
asparagine conservée en position 297 (Asn297). Ces sucres forment un complexe bi-antenné comprenant un
noyau (ou core) composé de sept résidus : 4 résidus N-acétylglucosaminyles et 3 mannosyles sur lesquels sont
greffés d’autres résidus sucrés de nature variée : α-2,6-fucosyle, β-1,4-galactosyle, α-2,6-sialyle. Un résidu N-
acétylglucosaminyle dit bisectaire ou intercalaire peut se situer entre les deux antennes.

Les anticorps thérapeutiques commercialisés sont produits en cellules de mammifères

CHO, Chinese Hamster Ovary, NS0 ou Sp2/0 (myélomes murins) ce qui permet une

glycosylation très proche de celle des IgG naturelles humaines et évite de générer une

immunogénicité liée à ces sucres. En revanche, la glycosylation générée par ces cellules

engendre une abondance des structures fucosylées et une faible galactosylation. Par ailleurs,

ces lignées cellulaires n’expriment pas de β-1,4-N-acétylglucosaminyle transférase III

(GnTIII), responsable de la greffe du résidu intercalaire (Figure 9). Bien que ces anticorps
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soient fonctionnels, il a été montré qu’il est possible de moduler leurs propriétés effectrices en

jouant sur la composition de leurs résidus sucrés (Jefferis, 2009).

En effet, l’étude d’IgG dont les résidus sucrés ont été tronqués a montré qu’ils

conditionnent la conformation des IgG, altérant l’intégrité de leur structure et leur liaison au

FcγR. Cette dernière est même totalement nulle lorsque les résidus se réduisent au seul N-

acétylglucosaminyle lié à l’asparagine (Krapp et al., 2003 ; Matsumiya et al., 2007), ce qui

pourrait être une solution pour invalider les propriétés effectrices des anticorps lorsque seule

une fonction bloquante est souhaitée. En effet, Friend et collaborateurs ont développé un

anticorps de rat humanisé dirigé contre le CD3, avec l’objectif de l’utiliser dans le traitement

du rejet aigu de greffe d’organe. Ils ont substitué l’asparagine 297 de l’anticorps afin

d’empêcher sa glycosylation et donc le recrutement d’effecteurs cellulaires et du complément.

Les auteurs ont rapporté qu’aucun des neuf patients n’a manifesté de signes cliniques liés à la

toxicité de la molécule ouvrant la voie de l’utilisation de molécules non glycosylées en

médecine humaine (Friend et al., 1999). La première molécule de ce genre est le romiplostim

(Nplate®), un peptibody, c’est-à-dire une protéine de fusion, produite en E. coli, associant de

façon covalente à la portion Fc d’une IgG1 humaine un peptide, composé de deux domaines

de liaison au récepteur de la thrombopoïétine, le c-Mpl et stimulant la production de

plaquettes (Cersosimo, 2009).

Il est maintenant clairement établi que l’ADCC et la CDC sont des mécanismes

dépendant d’une glycosylation appropriée des anticorps monoclonaux recombinants

(Nimmerjahn & Ravetch, 2007). Une activité ADCC particulièrement augmentée in vitro a

été rapportée pour le variant afucosylé du rituximab laissant espérer une même efficacité in

vivo (Niwa et al., 2005). Kaneko et collaborateurs ont montré que la sialylation de la portion

Fc des IgG est déterminante : les IgG fortement sialylées se lient moins bien aux FcγR que les

IgG faiblement sialylées. De plus, ces auteurs ont identifié la fraction des IVIg riche en acide

sialique comme étant leur principe actif suggérant leur rôle dans l’effet anti-inflammatoire de

cette préparation (Kaneko et al., 2006). Les firmes pharmaceutiques utilisent des lignées

cellulaires conçues pour leur mode de glycosylation des IgG afin d’en optimiser les propriétés

effectrices (Jefferis, 2009).
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En ce qui concerne la glycosylation des anticorps monoclonaux recombinants

actuellement sur le marché, le cas du cétuximab (Erbitux®) mérite d’être rapporté puisqu’il est

le seul anticorps à être glycosylé sur ses domaines variables d’origine murine. En effet, le

cétuximab présente trois sites de N-glycosylation dont deux seulement sont occupés par des

des sucres : l’un se situe sur son domaine variable de chaîne lourde, le second sur son

domaine CH2 (Qian et al., 2007). Les travaux de O’Neil et collaborateurs rapportent que dans

certains états américains 22% des patients traités par cétuximab ont développé de sévères

réactions d’hypersensibilité survenant dans les minutes qui suivent leur toute première

injection de l’anticorps (O’Neil et al., 2007). Les auteurs ont avancé l’hypothèse qu’il s’agisse

de réactions d’anaphylaxie dues à des IgE pré-existantes. En effet, Chung et collaborateurs

ont montré que ces IgE sont bien présentes avant le début du traitement avec une plus forte

prévalence dans les états d’Amérique où les réactions d’anaphylaxie ont été observées. Ces

IgE sont spécifiques d’un oligosaccharide, le galactose-α-1,3-galactose présent sur le

fragment Fab du cétuximab ainsi que sur les glycoprotéines et glycolipides de nombreux

mammifères non primates et de nombreuses bactéries et micro-organismes de

l’environnement (Chung et al., 2008).
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1-5 Les anticorps monoclonaux recombinants humanisés et

complètement humains

1-5-1 Ingénierie des anticorps humanisés

Les anticorps humanisés (Tableau IV) constituent le seconde génération d’anticorps

monoclonaux recombinants pour lesquels seules les CDR sont d’origine murine (Figure 10).

Figure 10 : Ingénierie des anticorps humanisés (d’après Marasco & Sui, 2007). Les régions déterminant la
complémentarité d’un anticorps monoclonal murin (mCDR) sont greffées sur les régions charpentes d’un
anticorps humain. Ces régions charpentes présentent une très grande homologie avec les régions correspondantes
sur l’anticorps murin. VH, domaine variable de chaîne lourde ; VL, domaine variable de chaîne légère ; hFR,
régions charpentes humaines.

Comme pour les chimériques, un anticorps monoclonal murin est tout d’abord produit

et sélectionné après immunisation d’une souris (Figure 4). Les CDR murines sont alors

identifiées par séquençage puis introduites dans les régions charpentes humaines,

préalablement choisies dans les diverses bases de données de séquences pour leur maximum

d’homologie avec les régions charpentes de l’anticorps murin dont dérive la spécificité

antigénique. Il faut également déterminer les résidus situés hors des CDR qui jouent un rôle

essentiel dans le maintien de la conformation du site anticorps. Cela peut se faire en

comparant et en analysant les modèles obtenus grâce à la bioinformatique (Morea et al.,

2000).
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Tableau IV : Anticorps humanisés utilisés en médecine humaine (Wang et al., 2009 ;

Jefferis & Lefranc, 2009 ; Beck et al., 2009)

Dénomination
commune
internationale
(spécialité)

AMMa Isotype 
Format

Allotype G1m
Km

Cible antigénique Indications
thérapeutiques

daclizumab
(Zenapax®)

1997 IgG1κ G1m17,1
Km3

CD25 Prévention du rejet aigu
de greffe rénale

palivizumab
(Synagis®)

1998 IgG1κ G1m3 

Km3

Protéine de
fusion du virus
respiratoire
syncitial

Prévention des infections
par le virus respiratoire
syncytial chez les enfants
à risque

trastuzumab
(Herceptin®)

1998 IgG1κ G1m17  Km3 EGFR,
epidermal
growth factor
receptor (ERBB2
ou NEU/HER2)

Cancers du sein
métastatiques exprimant
HER-2

gemtuzumab
ozogamicin
(Mylotarg®)

2000
uniquement
aux Etats-
Unis

IgG4κ na pour γ4 et
nd pour κ

CD33 Leucémie aiguë
lymphoblastique

alemtuzumab
(MabCampath®)

2001 IgG1κ
entière

G1m17,1 
Km3

CD52 Leucémie lymphoïde
chronique

omalizumab
(Xolair®)

2003 IgG1κ G1m17  Km3 IgE Asthme sévère

bévacizumab
(Avastin®)

2004 IgG1κ
entière

nd VEGF, vascular
endothelial
growth factor

Cancers colo-rectaux
métastatiques

natalizumab
(Tysabri®)

2004 IgG4κ na Intégrine α4β1 Sclérose en plaques

nimotuzumab
(TheraCIM®)

2005 IgG1κ nd EGFR,
epidermal
growth factor
receptor

Cancer tête et cou

ranibizumab
(Lucentis®)

2006 Fab
IgG1κ

nd VEGF, vascular
endothelial
growth factor

Dégénérescence
maculaire liée à l’âge

éculizumab
(Soliris®)

2007 IgG2/Ig
G4κ

na C5 Hémoglobinurie
paroxystique nocturne
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Dénomination
commune
internationale
(spécialité)

AMMa Isotype 
Format

Allotype G1m
Km

Cible antigénique Indications
thérapeutiques

certolizumab
pegol (Cimzia®)

2008 Fab
d’IgG1

nd TNF-α, tumor
necrosis factor-α

Maladie de Crohn,
polyarthrite rhumatoïde
(2009)

tocilizumab
(Roactemra®)

2009 IgG1κ nd Récepteur de
l’IL-6

Maladie de Castelman,
polyarthrite rhumatoïde

a AMM, Autorisation de Mise sur le Marché : année du premier enregistrement FDA, Food and Drugs
Administration, EMEA, European Medicines Agency ou SFDA, China State Food and Drug
Administration. na, ne s’applique pas ; nd, non déterminé.

1-5-2 Ingénierie des anticorps complètement humains

Les anticorps intégralement humains ou fully human sont une troisième catégorie

d’anticorps d’origine humaine à 100% (Tableau V). Ils peuvent être préparés selon différentes

techniques. Certains anticorps humains dérivent de banques de phages c’est-à-dire qu’il est

possible de sélectionner des anticorps se liant à un antigène d’intérêt en utilisant des banques

combinatoires de régions VH et VL humaines exprimées à la surface de phages filamenteux

(Figure 11). Pour obtenir de telles banques, l’ARNm isolé de lymphocytes B est transcrit en

ADNc. Les séquences codant les régions VH et VL sont amplifiées et assemblées de part et

d’autre d’une séquence de liaison ou linker. Le fragment Fv, fragment variable simple chaîne

(scFv) obtenu est alors cloné dans un phagémide de manière à être exposé à la surface de

l’enveloppe du phage. Les bactériophages exprimant les fragments scFv dirigés contre

l’antigène d’intérêt sont alors sélectionnés par des cycles répétés d’adsorption et d’élution

(Hoogenboom & Chames, 2000). L’adalimumab (Humira®) est un anticorps totalement

humain produit de cette façon.
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Figure 11 : Principe du phage display (d’après Nissim & Chernajovsky, 2008). A- En combinant les gènes
codant les fragments d’anticorps  (Fab ou bien scFv, comme sur cette figure) humains au gène codant une
protéine d’enveloppe de bactériophages filamenteux, la séquence portant l’information génétique est liée à la
fonction de la protéine produite puisque les fragments sont exprimés avec la protéine d’enveloppe à la surface
des bactériophages (VH en rouge, VL en violet, protéine d’enveloppe en bleu). B- La banque ainsi constitutée
peut contenir des millions voire des billions de phages exposant des fragments d’anticorps de spécificités
différentes. C- Les phages exprimant à leur surface un fragment spécifique de l’antigène cible immobilisé sont
sélectionnés, les autres sont éliminés par lavages. Les phages immobilisés sont élués, utilisés pour infecter
Escherichia coli et ainsi amplifiés. Ils subissent à nouveau une étape de sélection, permettant ainsi D-
l’enrichissement du phage d’intérêt. E- Le phage sélectionné est amplifié puis la séquence codant le fragment est
isolée pour subir une maturation d’affinité par exemple et être intégrée dans un vecteur contenant les séquences
codant les domaines constants d’un anticorps humain.

Les anticorps humains peuvent aussi être issus de souris transgéniques (Figure 12,

Tableau V) : des gènes IGK et IGH humains sont introduits à la place des gènes

correspondants de souris. Ces souris sont croisées avec des souris génétiquement déficientes

en immunoglobulines. Ces hybrides peuvent ainsi produire, après immunisation, des anticorps

complètement humains dirigés contre des protéines humaines. Le panitumumab (Vectibix®)

est le premier anticorps complètement humain produit par souris transgéniques XenoMouse

(Jakobovits et al., 2007) ; le golimumab (Simponi®) est également produit selon cette

méthode (Pappas et al., 2009) .
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Figure 12 : Production d’anticorps humains par souris transgéniques (d’après Marasco & Sui, 2007). Les
gènes codant les immunoglobulines de la souris ont été invalidés et remplacés par leurs homologues humains. La
souris transgénique obtenue est capable de produire des anticorps humains contre un antigène d’intérêt par lequel
elle a été immunisée. Les cellules B spléniques murines sont récoltées et immortalisées par fusion avec des
cellules d’une lignée de myélome selon la technique des hybridomes (Figure 4). Les hybridomes sont
caractérisés et sélectionnés pour répondre aux exigences de spécificté, d’affinité et biochimiques attendues de
l’anticorps humain à développer.
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Tableau V : Anticorps monoclonaux recombinants complètement humains (Lonberg,

2008 ; Wang et al., 2009 ; Jefferis & Lefranc, 2009 ; Beck et al., 2009)

Dénomination
commune
internationale
(spécialité)

Méthode de
production

AMMa Isotype ;
format

Allotype
G1m Km

Cible antigénique Indications
thérapeutiques

votumumab
(Huma-
SPECT®-Tc)

1998 IgG3κ
couplé au
99mTc

nd CAA, carcinoma
associated
antigen

Cancers colo-
rectaux

adalimumab
(Humira®)

Phage
display

2002 IgG1κ G1m17,1
Km3

TNF-α, tumor
necrosis factor-α

Polyarthrite
rhumatoïde et
maladie de Crohn

panitumumab
(Vectibix®)

Souris
transgénique

2006 IgG2κ nd EGFR,
epidermal
growth factor
receptor

Cancers colo-
rectaux
métastatiques
exprimant EGFR

canakinumab
(Ilaris®)

2009 IgG1κ nd Il-1β Syndromes
périodiques associés
à la cryopyrine

golimumab
(Simponi®)

Souris
transgénique

2009 IgG1κ nd TNF-α, tumor
necrosis factor-α

Polyarthrite
rhumatoïde,
rhumatisme
psoriasique,
spondylarthrite
ankylosante

ofatumumab
(Arzerra®)

Souris
transgénique

2009 IgG1κ nd CD20 Leucémies
lymphoïdes
chroniques

ustekinumab
(Stelara®)

Souris
transgénique

2009 IgG1κ nd IL-12/IL-23 Psoriasis

a AMM, Autorisation de Mise sur le Marché : année du premier enregistrement FDA, Food
and Drugs Administration, EMEA, European Medicines Agency ou SFDA, China State Food
and Drug Administration. nd, non déterminé.



64

1-5-3 Structure tridimensionnelle des domaines variables

La description de l’ultrastructure des domaines variables des anticorps revient à Elvin

A. Kabat et Tai Te Wu (Wu & Kabat, 1970 ; Hood, 2008) qui en 1970, ont mis au point un

système de mesure de la variabilité des acides aminés pour chacune des 107 positions des

domaines variables des chaînes légères. La distribution de la variabilité des acides aminés leur

a permis d’identifier deux zones hypervariables (positions 24-34 et 89-97) et une troisième de

plus modeste variabilité (positions 50-56) mais tout autant impliquée que les deux premières

dans le site de liaison à l’antigène c’est-à-dire le paratope, comme cela fut vérifié plus tard par

analyse tridimensionelle. Le paratope de l’anticorps est constitué par la combinaison de ces

régions hypervariables des domaines variables de ses chaînes lourdes et légères. Il est le

résultat de la configuration unique des acides aminés constituant le site de liaison à l’antigène.

Il est également appelé idiotype lorsqu’il est fait référence aux sites antigéniques qu’il porte.

Cet idiotype constitue donc un déterminant antigénique propre à chaque espèce d’anticorps

(De Lange, 1988).

Ces régions hypervariables appelées régions déterminant la complémentarité (CDR,

complementarity determining regions) furent par la suite identifiées sur les domaines

variables des chaînes lourdes : CDR1, CDR2 et CDR3 aux positions 31-35, 50-65 et 95-102,

respectivement. Par extension, les séquences des domaines variables de chaînes lourde ou

légère qui ne sont pas identifiées comme des CDR, furent baptisées « régions charpentes »

(FR, framework regions) numérotées FR1, FR2, FR3 et FR4 et correspondant aux séquences

flanquant les trois CDR (Kabat et al., 1978). C’est encore cette nomenclature des domaines

variables qui prévaut aujourd’hui et que l’on rencontre aussi bien dans les publications

scientifiques que dans les brevets de développement d’anticorps.

Cependant, d’autres nomenclatures ont depuis été élaborées et représentent des outils

tout à fait intéressant pour l’analyse des séquences des domaines variables des

immunoglobulines, en particulier. IMGT®, The international ImMunoGeneTics information

system® (Lefranc et al., 2009) est une base de données informatique comprenant tous les

gènes constants des immunoglobulines (IGHC, IGKC et IGLC codant les domaines constants

des chaînes lourdes, légères κ et λ, respectivement) ainsi que les génes V, dits « variable »

(IGHV, IGKV et IGLV), D appelés « diversité » (IGHD) et J, « jonction »  (IGHJ, IGKJ et

IGLJ) codant leurs domaines variables (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation tridimensionnelle des domaines V-KAPPA et VH du bévacizumab. Le domaine
V-KAPPA (V-J REGION) résulte du réarrangement d’un gène IGKV et d’un gène IGKJ tandis que le domaine
VH (V-D-J REGION) résulte du réarrangement d’un gène IGHV, d’un gène IGHD et d’un gène IGHJ. Les gènes
IGKV et IGHV codent la plus grande partie des domaines V-KAPPA et VH respectivement. Des six boucles
CDR constituant le paratope trois sont localisées sur V-KAPPA et trois sur VH. La boucle CDR3 de V-KAPPA
a la particularité d’être codée par l’extrémité 3’ d’IGKV et l’extrémité 5’ d’IGKJ et la boucle CDR3 de VH est
codée par l’extrémité 3’ d’IGHV, IGHD et l’extrémité 5’ d’IGHJ. PDB : 1cz8, bévacizumab. La figure a été
générée avec le logiciel VMD (Humphrey et al., 1996).

La nomenclature de ces domaines, propre à IMGT®, a été élaborée à partir de

l’alignement de plus de 5 000 séquences d’anticorps. Elle s’appuie sur la définition classique

des FR, des CDR mais également des données structurales de cristallographie et la

caractérisation des boucles hypervariables (Lefranc et al., 2003). Elle permet de redéfinir les

limites des régions FR et CDR dont la longueur est importante pour savoir à quels groupes,

sous-groupes de gènes ou gènes codant les régions variables, appartient la séquence étudiée.

De ce fait, les CDR définis dans ce système (CDR-IMGT) diffèrent des CDR classiques

(CDR1-IMGT : 27-38 ; CDR2-IMGT : 56-65 ; CDR3-IMGT : 105-117). Les outils mis à

disposition des scientifiques par IMGT® permettent donc d’exploiter cette base de données et

d’analyser des séquences d’intérêt.

Le réarrangement des gènes pour faire deux exons fonctionnels, l’un codant VH et

l’autre VL correspond au rapprochement des gènes VDJ et VJ, respectivement. Leurs
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jonctions, une fois traduites, se situent dans le CDR3, qu’il s’agisse de VH ou de VL, faisant

de cette région un site de plus grande variabilité que CDR1 et CDR2. En effet, ces deux

dernières régions sont codées par le gène V alors que les CDR3 sont codés par l’extrémité 3’

du gène V, le gène D pour VH et l’extrémité 5’ du gène J (Figure 13).

1-5-4 Motifs d’agrégation

Parmi les facteurs pouvant influençant l’immunogénicité des protéines, et en

particulier les protéines utilisées en thérapeutique comme les anticorps, figurent les

paramètres liés à leur formulation et à leur conservation : contaminants, impuretés,

dégradation chimique, oxydation, glycosylation, agrégation pouvant aboutir à des

changements de conformation de ces protéines (Maas et al., 2007 ; Wang et al., 2009). Maas

et collaborateurs ont montré par des expérimentations animales que ces changements de

conformation augmentent leur immunogénicité. L’agrégation des protéines est un des

mécanismes les moins bien compris. Elle correspond à l’auto-association d’un certain nombre

de ces molécules entre elles, pouvant conduire à la formation de particules visibles ou non, à

des précipités ou des fibrilles (Wang et al., 2009). Cette agrégation concerne tout

particulièrement les biomédicaments et avec eux, les anticorps. En effet, les problèmes de

formulation des biomédicaments sont directement liés au pouvoir agrégeant des anticorps,

exacerbé lorsqu’ils sont en solution fortement concentrée et destinée à la voie sous-cutanée

(Shire et al., 2004 ; Wang et al., 2009). Wang et collaborateurs proposent que la stabilité des

anticorps thérapeutiques soit gouvernée par une relation séquence-structure-fonction les

conduisant à chercher dans les séquences des motifs prédisposant ces molécules à

l’agrégation. Ces motifs riches en résidus glutamine et asparagine ou en résidus hydrophobes

ou aromatiques ont été préalablement identifiés sur des protéines s’agrégeant facilement

impliquées dans certaines maladies neurodégénératives (Alzheiner, Parkinson). A partir de

ces données, des outils informatiques ont été élaborés permettant l’analyse des séquences

peptidiques et le repérage des motifs d’agrégation. Les auteurs ont analysé les séquences

entières (chaînes lourdes et légères) de plusieurs anticorps thérapeutiques commercialisés et

recensé des motifs d’intérêt.
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Bien que des motifs soient classiquement retrouvés sur les domaines constants des

anticorps, les séquences prédisposant à l’agrégation situées sur les domaines variables sont

plus remarquables car ils sont positionnées sur des sites hautement fonctionnels que

représentent les CDR. Cependant, les auteurs rapportent qu’actuellement aucun argument ne

permet de dire si certains motifs sont cruciaux pour l’agrégation des anticorps, ni même si le

nombre de ces motifs est corrélé à leur degré d’agrégation. En tout cas, le degré

d’humanisation des anticorps ne semble pas lié à un plus petit nombre de motifs (Wang et al.,

2009).

1-6 Immunogénicité des anticorps monoclonaux recombinants

1-6-1 Anticorps anti-anticorps

Bien que les anticorps chimériques n’aient conservé des anticorps murins d’origine

que les domaines variables et aient acquis une portion Fc humaine, leur immunogénicité est

objectivée par la production d’HACA, human anti-chimaeric antibodies est avérée (Hwang &

Foote, 2005). Ces HACA sont dépistés par exemple, chez certains patients lors du traitement

par infliximab (Remicade®) ou par rituximab (MabThera®) pour maladies auto-immunes

(Baert et al., 2003 ; Thurlings et al., 2009). Ils sont potentiellement dirigés vers trois sites

encore immunogènes des anticorps chimériques : leur idiotype, leurs régions charpentes

murines et leurs allotypes. Cependant, le développement de réponse anti-anticorps n’est pas

réservé aux seuls chimériques. Bien que les défenseurs des anticorps humanisés aient

longtemps accusé les chimériques d’être responsables d’une réponse anti-anticorps bien plus

importante que les humanisés (Riechmann et al., 1988), justifiant au passage de préférer

l’humanisation à la « chimérisation », il n’en demeure pas moins que les anticorps humanisés

et complètement humains stimulent également chez certains patients la production d’HAHA,

human anti-human antibodies. Ceux-ci ont été décrits par exemple, lors de traitement par le

natalizumab (Tysabri®) (Calabresi et al., 2007) et par l’adalimumab (Humira®) (Emi Aikawa

et al., 2009). L’humanisation poussée de la structure de ces anticorps limite leur

immunogénicité à l’idiotype et aux allotypes sans pour autant l’éliminer. Nul ne sait d’ailleurs
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si les régions charpentes des anticorps chimériques contribuent réellement à la réponse HACA

et si la réponse HAHA est vraiement différente de la réponse HACA.

1-6-2 Méthodes de détection des HACA et HAHA

L’EMEA, European Medicines Agency a publié en avril 2008 un rapport intitulé

« Guideline on immunogenicity assessement of biotechnology-derived therapeutic proteins »

(Committee for medicinal products for human use). Il s’agit de recommandations adressées

aux firmes pharmaceutiques développant des protéines issues des biotechnologies, et relatives

aux techniques à mettre en œuvre pour évaluer leur immunogénicité, exigence réglementaire

participant à la démonstration de l’innocuité de ces molécules (Smith et al., 2007). Cette

démarche nécessite d’associer des techniques de détection et de caractérisation des anticorps

dirigés contre ces protéines thérapeutiques en estimant, en particulier, leurs propriétés

neutralisantes. En revanche, seules les méthodes de dépistage de ces anticorps induits sont

mises en œuvre dans la plupart des publications d’études cliniques de suivi de patients traités

par anticorps thérapeutiques : c’est pourquoi nous avons choisi de les développer.

Le vaste groupe de protéines thérapeutiques comprenant aussi bien des cytokines, des

facteurs de coagulation que les anticorps monoclonaux recombinants, les méthodes de

dépistage recensées dans ces recommandations sont assez variées : techniques

immunologiques, radio-immunoprécipitation et résonance plasmonique de surface. Dans tous

les cas, il s’agit de techniques utilisant l’interaction spécifique d’un anticorps vis-à-vis de son

antigène, afin de déterminer la concentration en anticorps induits anti-biomédicaments. En ce

qui concerne les anticorps thérapeutiques, l’emploi de formats directs où le biomédicament

sert à capturer les anticorps induits dont la détection est réalisée par un anticorps secondaire

marqué (dirigé contre le Fc des IgG, par exemple), est limité à la recherche d’anticorps induits

par des Fab d’IgG. Dans le contexte du dépistage d’anticorps humains dirigés contre des

anticorps thérapeutiques entiers, eux-mêmes humains ou chimériques, l’utilisation d’un tel

format conduirait à des résultats faussement positifs dus à la fixation de l’anticorps anti-Fcγ

sur l’anticorps thérapeutique de capture. Cependant, Svenson et collaborateurs ont développé

une méthode très proche permettant la détection des anticorps anti-infliximab à l’aide d’un

anticorps anti-chaîne légère λ (Svenson et al., 2007).
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La revue de la littérature montre que, dans le cadre du dépistage des HACA et HAHA,

les techniques immunologiques (dont la radio-immunoprécipitation) sont plus volontiers

utilisées : il existe autant de variantes que d’équipes qui les publient (Emi Aikawa et al.,

2009). En effet, l’EMEA préconise un large panel de formats de techniques immunologiques

et de méthodes de détection laissant aux scientifiques qui les mettent au point une certaine

créativité. Certains auteurs utilisent des techniques où les HACA ou HAHA sériques sont

détectés par capture, grâce à l’anticorps thérapeutique d’intérêt marqué, le plus souvent

radioactivement. La radioactivité est détectée après radio-immunoprécipitation (Wolbink et

al., 2006) ou après une deuxième phase de capture sur colonne par exemple (Bendtzen et al.,

2006). La radio-immunoprécipitation a en général une bonne sensibilité, cependant elle

présente les inconvénients liés à l’utilisation de composés radio-actifs : agréments, demi-vie

de la radio-activité, stabilité et effet du marquage sur la structure de l’anticorps (épitope

masqué, protéine altérée) (Mire-Sluis et al., 2004).

D’autres auteurs utilisent des formats techniques dits en « double antigène » (bridging

format) où l’anticorps thérapeutique immobilisé sert à capturer les anticorps anti-anticorps et

à en révéler la fixation dans une forme couplée à un marqueur radioactif (LoBuglio et al.,

1989), enzymatique (Calabresi et al., 2007), électrochimiluminescent (Moxness et al., 2005).

Un système de révélation où l’anticorps thérapeutique secondaire est couplé à une biotine et

détecté par amplification PCR d’une sonde localisée sur un anticorps anti-biotine a

récemment été publié (Spengler et al., 2009). Les formats en « double antigène » ont été

déclinés dans plusieurs versions utilisant pour fixer l’anticorps thérapeutique, des billes

(LoBuglio et al., 1989) ou une microplaque (Figure 14) (Baert et al., 2003). Ils ont l’avantage

de faire preuve d’une bonne spécificité et de permettre la détection de tous les isotypes

d’HACA ou d’HAHA. En revanche, leur sensibilité, associée à l’orientation des anticorps

thérapeutiques plus ou moins optimale sur le support et la détection limitée des anticorps anti-

anticorps de faible affinité, en raison des nombreux cycles de lavages intercalés entre chaque

étape d’incubation, les desservent. C’est également un format qui est très sensible à

l’interférence due aux anticorps thérapeutiques sériques circulant résiduels. Quel que soit le

mode de détection utilisé, le couplage de l’anticorps thérapeutique d’intérêt avec le marqueur

peut affecter la stabilité ou masquer des épitopes de l’anticorps d’origine, de la même façon

que l’immobilisation de l’anticorps sur la surface sensibilisée choisie (Wadhwa et al., 2005 ;

Mire-Sluis et al., 2004).
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Figure 14 : ELISA en format « double antigène ». A- L’anticorps thérapeutique (noir), immobilisé sur la
microplaque permet la capture des anticorps induits anti-anticorps (gris). Leur fixation est révélée par l’anticorps
thérapeutique couplé à un marqueur enzymatique, radioactif ou luminescent (jaune). B- Cependant, les anticorps
thérapeutiques circulants peuvent se complexer aux anticorps induits et gêner leur détection, conduisant à un
résultat faussement négatif ou articiellement bas. C- Les facteurs rhumatoïdes, le plus souvent des IgM anti-IgG
(bleu) peuvent être présents dans le sérum des patients et se comporter comme les anticorps induits, donnant lieu
à des résultats faussement positifs.

La résonance plasmonique de surface offre une alternative intéressante à ces méthodes

immunologiques traditionnelles (Klakamp et al., 2007 ; Sickert et al., 2008). En effet, alors

que l’anticorps thérapeutique est immobilisé sur une puce de verre recouverte d’un film d’or

et d’une couche de carboxyméthyldextran, l’interaction avec les HACA ou HAHA est

mesurée directement, sans qu’aucun réactif secondaire ne soit nécessaire. Pour Wadhwa et

collaborateurs, le couplage covalent au dextran n’est pas en soi un problème puisque les effets

sur la conformation de la molécule immobilisée sont plus facilement prévisibles que leur

adsorption aléatoire sur les microplaques ELISA, par exemple. En revanche, les phases de

régénération des puces peuvent l’altérer ou modifier les molécules immobilisées (Wadhwa et

al., 2005). Elle permet la détection des anticorps anti-anticorps quelque soient leur isotype et

leur affinité qu’il est d’ailleurs possible d’évaluer (Mire-Sluis et al., 2004). Les performances

de la résonance plasmonique de surface et de l’ELISA ont été comparées pour la détection des
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anticorps anti-panitumumab. Les résultats montrent que l’ELISA est plus sensible pour la

détection des anticorps de forte affinité en présence de concentrations élevées de

panitumumab. A l’inverse, la résonance plasmonique de surface est plus sensible que l’ELISA

pour détecter les anticorps anti-panitumumab de faible affinité en présence de faibles

concentration du médicament (Lofgren et al., 2007).

Un des problèmes propres au dépistage des HACA et HAHA (Baert et al., 2003 ;

Lofgren et al., 2006 ; Sickert et al., 2008) est justement l’interférence due à la présence de

fortes concentrations d’anticorps thérapeutiques circulants résiduels sériques. Ce phénomène

n’est pas observé avec d’autres protéines thérapeutiques comme l’insuline ou

l’érythropoïétine car leurs concentrations circulantes sont assez faibles pour ne pas perturber

le dépistage des anticorps induits (Lofgren et al., 2006). En revanche, les anticorps

thérapeutiques circulants résiduels agissent par inhibition compétitive ou formation de

complexes immuns avec les HACA et HAHA (Nygren et al., 1985) et peuvent conduire à des

résultats faussement négatifs (Figure 14B). Afin de se libérer de cette contrainte, des

techniques visant à dissocier ces complexes ont été mises au point permettant la détection

d’HACA et HAHA en présence de grandes concentrations d’anticorps thérapeutiques et

répondant ainsi aux exigences réglementaires (Mire-Sluis et al., 2004). Elles associent une

étape de dissociation acide avec un système de capture soit des anticorps à doser soit des

molécules thérapeutiques à éliminer et sont couplées le plus souvent à des techniques ELISA

de dépistage des anticorps induits.

Lofgren et collaborateurs éliminent la protéine thérapeutique en associant à une étape

de dissociation acide l’utilisation de billes sensibilisées avec une molécule, comme un

anticorps monoclonal anti-protéine thérapeutique, permettant son adsorption (Lofgren et al.,

2006). Patton et collaborateurs déposent les sérums acidifiés à analyser dans les puits de la

microplaque préalablement tamponnée et sensibilisée avec l’anticorps thérapeutique, arguant

que les HACA ou HAHA libérés des complexes ont une affinité plus grande pour leur cible

en phase solide qu’en phase liquide (Patton et al., 2005).
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Figure 15 : Principe de la technique SPEAD ELISA.  L’anticorps thérapeutique (noir), cible des anticorps
induits (gris) recherchés, est biotinylé (rond rouge). Il est ensuite incubé avec l’échantillon sérique pouvant
contenir des anticorps induits, l’anticorps thérapeutique circulant libre ou des complexes associant les deux
espèces. Les complexes formés, impliquant l’anticorps biotinylé, sont capturés par la streptavidine sensibilisant
une microplaque. En revanche, l’anticorps thérapeutique libre sont éliminés par lavages.  Le traitement des
puits par acide acétique permet de libérer les anticorps induits de l’anticorps thérapeutique biotinylé mais aussi
de l’anticorps thérapeutique naturel. Les surnageants sont transférés dans une microplaque en présence de
tampon Tris afin de neutraliser le pH.   La solution obtenue est utilisée pour sensibiliser une nouvelle
microplaque.  Un ELISA direct employant l’anticorps thérapeutique marqué à la péroxydase (jaune) permet de
détecter les anticorps induits.
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Une troisième alternative est la technique SPEAD, solid-phase extraction with acid

dissociation qui se déroule en microplaque et est associée à une technique de détection des

anticorps induits par ELISA (Figure 15). Les auteurs concluent que leur technique présente

une tolérance de 80 µg/mL, soit une amélioration de 10 à 100 fois du dépistage des anticorps

induits en présence de la protéine thérapeutique circulante (Smith et al., 2007).

Schmidt et collaborateurs ont proposé pour le dosage des anticorps anti-rituximab

l’utilisation d’une méthode ACE, affinity capture elution ELISA (Figure 16) où des F(ab)’2 de

rituximab sensibilisant une microplaque servent à capturer les anticorps anti-rituximab

compléxés ou non avec du rituximab. Les complexes sont dissociés par traitement acide et la

solution, pouvant contenir à la fois des anticorps anti-rituximab et du rituximab libre, est

utilisée pour sensibiliser une nouvelle microplaque. Les anticorps anti-rituximab sont détectés

par du rituximab biotinylé (Schmidt et al., 2009). Cependant, le recrutement des anticorps

anti-rituximab par les fragments F(ab)’2 est certainement limité aux anticorps anti-idiotype,

anti-régions charpentes murines et anti-allotypes du domaine CH1, négligeant les anti-

allotypes des domaines CH3.

Figure 16 : Principe de la technique ACE : exemple du dosage des anticorps anti-rituximab (d’après
Schmidt et al., 2009). 1- Les fragments F(ab’)2 de rituximab (F(ab’)2-RTX) qui sensibilisent les puits de la
microplaque permettent de capturer les anticorps anti-rituximab (anti-RTX) libres ou complexés à du rituximab
dans l’échantillon de sérum. 2- Le rituximab libre est éliminé lors des lavages. 3- Après incubation avec l’acide
acétique, les anticorps anti-rituximab sont dissociés d’une part des complexes qu’ils formaient avec les F(ab’)2

de rituximab et d’autre part des complexes les associant au rituximab. 4- Les surnageants sont transférés dans
une nouvelle microplaque préalablement remplie de tampon Tris-HCl afin de neutraliser le pH. 5- Après
incubation et lavage, du rituximab biotinylé (Bio) est ajouté dans chaque puits et sa fixation révélée par l’apport
de streptavidine couplée à la péroxydase (SA-HRP).

Dissociation acide

Lavage

    
F(ab’)2 RTX F(ab’)2 RTX

RTX

RTX

F(ab’)2 RTX
F(ab’)2 RTX

SA-HRPanti-RTX

anti-RTX

anti-RTX

anti-RTX

RTX

RTX

RTX
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Il a récemment été montré que la dissociation acide est applicable à la résonance

plasmonique de surface, permettant de disposer d’une technique de dépistage des HACA ou

HAHA très tolérante vis-à-vis de larges excès (10 à 200 fois) d’anticorps thérapeutique

(Sickert et al., 2008).

L’hétérogénéité des méthodes de dépistage des anticorps induits anti-biomédicaments

illustre parfaitement leur manque de standardisation. C’est pourquoi des recommandations

relatives à la conception et à l’optimisation de ces techniques (Mire-Sluis et al., 2004) mais

aussi à leur validation biologique (Shankar et al., 2008) ont été publiées. Elles sont fondées

sur l’expérience de leurs auteurs et n’ont pas pour vocation de remplacer les directives issues

des agences réglementaires (Committee for medicinal products for human use ; U.S.

Department of Health and Human Services). La diversité des anticorps thérapeutiques

(chimériques, humanisés et complètement humains), des techniques de dépistage des HACA

et HAHA ainsi que des maladies traitées et des terrains propres à chaque patient rend

périlleuse la comparaison de l’immunogénicité de ces molécules  et de répondre à la

question : les anticorps humanisés et complètement humains sont-ils moins immunogènes que

les chimériques ?

1-6-3 Immunogénicité comparée des anticorps thérapeutiques

L’analyse bibliographique menée par Hwang et Foote que nous avons partiellement

rapporté plus haut (§ 1-2), a tenté de comparer l’immunogénicité des anticorps murins,

chimériques et humanisés. Afin de s’affranchir des biais techniques et en particulier de

l’impossibilité de comparer directement les résultats des HAMA, HACA et HAHA, les

auteurs ont évalué l’incidence de la survenue de ces anticorps chez les patients traités

(Tableau VI) (Hwang & Foote, 2005). Les résultats (Tableau VI), classés en réponse

« marquée », « tolérable » et « négligeable »  sont pour les chimériques 40%, 27% et 33%,

respectivement et 9%, 36% et 55% pour les humanisés. A la question « est ce que les

anticorps humanisés sont moins immunogènes que les chimériques? », ces résultats apportent

deux éléments de réponse : la chimérisation a largement contribuée à réduire

l’immunogénicité des anticorps et la faible immunogénicité des anticorps humanisés ne peut

être affirmée. En effet, bien que les réponses « marquées » soient nettement plus faibles pour

ces derniers, les réponses « négligeables » et « tolérables » sont comparables aux résultats

recensés avec les chimériques ce qui modère l’enthousiasme pour les anticorps humanisés

(Hwang & Foote 2005).
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Tableau VI : Résultats de l’étude bibliographique relative à l’immunogénicité des

anticorps thérapeutiques publiées en 2005 par Hwang et Foote

Incidence des anticorps anti-anticorps (pourcentage de patients
ayant développé des anticorps anti-anticorps)

Anticorps
Immunogénicité
négligeable (<2% )

Immunogénicité
tolérable (2-15%)

Immunogénicité
marquée (>15%)

Anticorps murins
(HAMA)

9% 7% 84%

Anticorps chimériques
(HACA)

33% 27% 40%

Anticorps humanisés
(HAHA)

55% 36% 9%

Le gain, en termes d’immunogénicité d’un anticorps humanisé sur un anticorps

chimérique de même cible antigénique n’est pas à l’heure actuelle, prouvé. Il faudrait pour

cela pouvoir administrer ces deux anticorps par la même voie, à la même dose, selon la même

posologie à des patients strictement comparables (Clark, 2000 ; Hwang & Foote, 2005). Tous

ces paramètres sont autant de facteurs influençant l’immunogénicité des anticorps

thérapeutiques (Stein, 2002 ; Wagner et al., 2003). Puisque cette approche clinique n’est pas

réalisable, ne pourrait-on pas, dans une analyse plus théorique, étudier les séquences

peptidiques des domaines variables puis des domaines constants d’anticorps chimériques,

humanisés et complètement humains commercialisés, afin d’évaluer leur divergence

respective par rapport au répertoire des IgG humaines ?

Des outils comme ceux mis à disposition par IMGT® permettent une analyse fine des

séquences peptidique et nucléotidique des domaines variables des immunoglobulines. Ceci

nécessite tout d’abord de rechercher les articles scientifiques et surtout les brevets dans

lesquels ces séquences ont été publiées, puis de minutieusement les décortiquer afin de

trouver le variant qui a été utilisé pour fabriquer l’anticorps. Il est ensuite possible d’identifier

sur la séquence peptidique, grâce à l’outil IMGT/DomainGapAlign (Ehrenmann et al., 2010),

les régions CDR et les régions FR, de connaître leur longueur et d’en construire une

représentation appelée « Collier de Perles » (Ruiz & Lefranc, 2002 ; Kaas & Lefranc, 2007),

correspondant au repliement de la chaîne en deux dimensions. Celle-ci donne une bonne idée

du positionnement dans l’espace des CDR et des FR, les unes par rapport aux autres. Les
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séquences nucléotidiques peuvent quant à elles être comparées à la base de données contenant

les séquences des gènes V, D et J de plusieurs répertoires ou espèces dont l’homme et la

souris, et ainsi d’identifier par homologie de séquences, les gènes ayant le plus sûrement

contribué à leur élaboration (IMGT/V-QUEST, Brochet et al., 2008). Cet outil permet

également la localisation et l’identification des mutations survenues sur les gènes V lors de la

maturation d’affinité. D’une certaine façon, la comparaison des séquences des domaines

variables des anticorps thérapeutiques avec les répertoires des gènes des immunoglobulines

murines et humaines permet de documenter leur potentielle immunogénicité en évaluant la

divergence qui les sépare des gènes qui composent la lignée germinale, même si cette

approche reste très théorique. En revanche, un certain nombre de facteurs d’immunogénicité

des anticorps thérapeutiques, autres que leur xénoantigénicité, peuvent être relevés affectant

aussi bien leurs domaines variables que leurs domaines constants.
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2- Facteurs génétiques d’immunogénicité des anticorps

monoclonaux recombinants

2-1 Allotypes

L’observation chez l’homme et l’animal que certaines immunoglobulines sont

immunogènes pour d’autres membres de la même espèce ont conduit à identifier des

polymorphismes pour une classe ou une sous-classe donnée d’immunoglobuline (Loveslati et

al., 2001). Ces épitopes polymorphes de transmission mendélienne sont appelés allotypes : ce

sont des variants alléliques des gènes codant les domaines constants des chaînes lourdes ou

légères des immunoglobulines. La plupart des allotypes sont issus de la substitution de un ou

de quelques nucléotides, ce qui se traduit par une différence chez l’homme de un voire deux

acides aminés. De tels déterminants allotypiques ont été mis en évidence sur les régions

constantes des IgG1, 2 et 3, des IgA2 et des IgE, ainsi que sur les chaînes légères κ. Pour ces

allotypes, il existe des différences inter et intra-ethniques qualitatives (allotypes différents) ou

quantitatives (fréquence des allotypes) (Pandey, 2001).

Pour les anticorps recombinants thérapeutiques, qu’ils soient chimériques, humanisés

ou complètement humains, l’immunogénicité associée aux domaines constants de chaîne

lourde et de chaîne légère se limite finalement à l’allotypie. Ces anticorps étant des IgG

associées à des chaînes κ, nous allons développer les systèmes allotypiques des chaînes

lourdes γ et de la chaîne légère κ. Cependant, aucun allotype d’IgG4 n’a été mis en évidence

(Jefferis & Lefranc 09).
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2-1-1 Système allotypique  des IgG

2-1-1-1 Système allotypique G1m

Le système allotypique des chaînes γ1 est appelé G1m (gamma-1 markers) et recense

4 allotypes : G1m1, G1m2, G1m3 et G1m17, correspondant à des variants alléliques du gène

IGHG1, codant les domaines constants de la chaîne lourde γ1 et localisé sur le chromosome

14. G1m1 correspond à une asparagine en position 356 (position 12 IMGT) et une leucine en

position 358 (position 14 IMGT) localisées sur le domaine CH3. G1m2 est associé à une

glycine en 431 (position 110 IMGT). G1m3, et G1m17 son complémentaire, se situent sur le

domaine CH1 en position 214 (position 120 IMGT) associé à une arginine et une lysine

respectivement (Tableau VII).

Tableau VII : Nomenclatures, localisations et nature des acides caractérisant le système

allotypique G1m (De Lange, 1988 ; Grubb, 1995 ; Jefferis & Lefranc, 2009)

Nomenclature

alpha-numérique

Nomenclature

alphabétique

Localisation Acides aminés

(Eu/IMGT)

G1m1 G1m(a) Domaine CH3 Asp356/12- Leu358/14

G1m2 G1m(x) Domaine CH3 Gly431/110

G1m3 G1m(f) Domaine CH1 Arg214/120

G1m17 G1m(z) Domaine CH1 Lys214/120

Sur une même chaîne γ1, trois de ces allotypes au maximum peuvent être co-exprimés,

puisque G1m3 et G1m17 sont mutuellement exclusifs. Il existe quatre combinaisons

alléliques possibles, ou haplotypes, c’est-à-dire que le déséquilibre de liaison qui unit les

différents allotypes assure leur transmission en bloc : G1m17,1, G1m17,1,2, G1m3 et G1m1,3

(Tableau VIII).
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Tableau VIII : Haplotypes du système G1m et fréquence dans les grands groupes

humains (De Lange, 1988)

Localisation (position de l’acide aminé Eu/IMGT)

Domaine CH1 Domaine CH3Haplotypes
Allèle
IGHG1

214/120 356/12 358/14 431/110

Fréquence

G1m17,1 IGHG1*01

IGHG1*02

Lys Asp Leu Ala Toute

ethnie

G1m3 IGHG1*03 Arg Glu Met Ala Caucasiens

+++

G1m17,1,2 Lys Asp Leu Gly Assez rare

G1m3,1 Arg Asp Leu Ala Asiatiques

+++

Ces haplotypes sont retrouvés avec des fréquences variables d’un groupe ethnique à

l’autre et il en résulte que l’allotype G1m1 est exprimé chez 35-85% de la population

caucasienne. Dans les autres groupes ethniques, ce déterminant n’est pas polymorphique et la

majorité des individus sont G1m1. Quand G1m1 n’est pas exprimé, c’est son complémentaire,

parfois appelé G1m (-1) qui l’est : on ne parle pas d’allotype pour celui-ci mais d’iso-allotype.

En effet, les trois autres sous-classes d’IgG portent de façon constitutive les résidus

caractéristiques de G1m (-1) qui ne peut donc être source d’immunogénicité. De la même

façon, l’allotype G1m2 (Tableau VIII) correspondant à une glycine en position 431 (IMGT

110), situé sur le domaine CH3 a un allotype complémentaire, une alanine sur la même

position retrouvée sur toutes les autres sous-classes d’IgG. En revanche, cet allotype alternatif

n’est pas considéré comme un iso-allotype, puisqu’il n’existe pas d’anticorps reconnaissant

cette spécificité et permettant de la caractériser (Jefferis & Lefranc, 2009). Les marqueurs

G1m1 et G1m2 sont en complet déséquilibre de liaison : G1m2 s’exprime si et seulement si

G1m1 aussi, en revanche tous les sujets G1m1 positifs ne portent pas G1m2. Comme G1m3,

G1m2 est rencontré de façon variable dans les populations d’Europe et d’Asie, mais les Noirs

ne l’expriment pas. En revanche, G1m17, allotype complémentaire de G1m3 est retrouvé dans

tous les groupes ethniques, chez tous les Noirs mais peu chez les Caucasiens et Asiatiques du

nord (De Lange, 1988). Malgré la description phénotypique de 4 haplotypes G1m, seuls trois
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allèles du gène IGHG1, support des allotypes G1m ont été décrits à ce jour. En effet, il n’y a

pas de séquence génomique pour les chaînes qui portent les allotypes G1m3,1 et G1m17,1,2

(http://www.imgt.org). De plus, il a été montré que les individus dont les IgG1 portent

l’allotype G1m1,2 ont des concentrations d’IgG1 circulantes élevées contrairement aux

individus ayant l’allotype G1m3, ceux-ci présentant des concentrations d’IgG1 basses (Grubb,

1995).

2-1-1-2 Système allotypique G2m

Les chaînes lourdes des IgG2 peuvent exprimer l’allotype G2m23 encore appelé

G2m(n). Celui-ci correspond à la présence d’une thréonine en 189 (IMGT 92) sur le CH1 et

d’une méthionine en position 282 (IMGT 45.1) sur le CH2. L’allotype complémentaire

(G2m(n-) ou G2m(..)) associe une proline en 189 et une valine en 282 et est retrouvé sur les

autres sous-classes d’IgG (Jefferis & Lefranc, 2009). Cependant comme l’allotype G1m2, il

ne peut être considéré comme un iso-allotype puisqu’il n’existe pas d’antisérum permettant de

le caractériser par des techniques conventionnelles de phénotypage (De Lange, 1988) ce qui

suggère que ces acides aminés ne sont pas immunogènes (Jefferis & Lefranc 09). L’allotype

G2m23 est totalement absent sur les IgG2 des Noirs, mais présent chez 30 à 100% des

Asiatiques et 50 à 100% des Caucasiens (De Lange 88). Les sujets homozygotes pour

l’allotype G2m23 ont des concentrations élevées d’IgG2 tandis que les sujets hétérozygotes

ont des concentrations intermédiaires d’IgG2 (Grubb, 1995 ; Jefferis & Lefranc 09).

2-1-1-3 Système allotypique G3m

Le système allotypique G3m est très complexe (Tableau IX) à plusieurs niveaux : il

comporte de nombreux allotypes différents sans compter que certains d’entre eux présentent

plusieurs séquences alléliques. L’immunogénicité de certains de ces allotypes n’est à l’heure

actuelle pas objectivée, faute de réactifs pour la mettre en évidence (Jefferis & Lefranc, 2009).



81

Tableau IX : Système allotypique de la chaîne lourde γ3 (De Lange, 1988 ; Jefferis &

Lefranc, 2009). Les deux nomenclatures des allotypes G3m sont indiquées, la nomenclature

alphabétique étant entre parenthèses.

Changements d’acides aminés selon les haplotypes G3m sur les
chaînes lourdes γ3
CH2 CH3

Fréquence

Numérotation IMGT 82 83 39 44 84 88 98 101 115 116
Numérotation Eu 291 292 379 384 397 409 419 422 435 436
γ1 Pro Arg Val Asn Val Lys Gln Val His Tyr
γ2 - - - - Met - - - - -
γ4 - - - - - Arg Glu - - -
G3m5,10,11,13,14,26,27
(G3mb1,b5,b0,b3,b4,u,v)

- - - Ser Met - - Ile Arg Phe Très
fréquent
chez les
Noirs et les
Caucasiens

G3m5,6,10,11,14,26,27
(G3mb1,c3, b5,b0,b4,u,v)

- - - Ser Met - Glu Ile Arg Phe

G3m5,6,11,24,26
(G3mb1,c3,b0,c5,u)

- - - Ser - Arg Glu - Arg Phe

G3m10,11,13,15,27
(G3mb5,b0,b3,s,v)

- - Met Ser - - - Ile - -

Typiques
des Noirs

G3m10,11,13,15,16,27
(G3mb5,b0,b3,s,t,v)

- Trp Met Ser - - - Ile - - Typiques
des
Asiatiques

G3m21,26,27,28
(G3mg1,u,v,g5)

Leu - - - Met - - Ile Arg - Très
fréquent
chez les
Caucasiens

2-1-1-4 Haplotypes Gm

Les allotypes des IgG sont organisés et transmis à la descendance sous forme

d’haplotypes qui sont des combinaisons figées d’allotypes G3m, G1m et G2m, dans cet ordre

(Tableau X). Ces haplotypes se rencontrent avec une plus grande fréquence dans certains

groupes éthniques et peuvent permettre de les caractériser (Lefranc et al., 1982 ; Jefferis &

Lefranc, 2009).



82

Tableau X : Haplotypes des allotypes Gm (Lefranc G et al., 1982 ; Jefferis & Lefranc,

2009)

Populations Haplotypes Gm (G3m;G1m;G2m)

Gm 10,11,13,15,16,27;1,17 ;..

Gm 5,10,11,13,14,26,27;1,3;..

Asiatiques

Gm 5,10,11,13,14,26,27;1,3;23

Gm 21,26,27,28;1,17 ;..Asiatiques et Caucasiens

Gm 21,26,27,28;1,2,17 ;..

Gm 5,10,11,13,14,26,27;3;..Caucasiens

Gm 5,10,11,13,14,26,27 ;3;23

Gm 5,10,11,13,14,26,27 ;1,17;..

Gm 5,6,11,24,26 ;1,17 ;..

Gm 5,6,10,11,14,26,27 ;1,17 ;..

Noirs

Gm 10,11,13,15,27 ;1,17 ;..

2-1-2 Système allotypique Km

Le système Km comprend trois allotypes Km (1), Km (2) et Km (3) qui correspondent

à des variants du gène IGKC codant le domaine constant des chaînes légères κ, porté par le

chromosome 2. Il existe trois haplotypes Km1, 2, Km1 et Km3 et quatre allèles ont été

décrits. IGKC*01, *02 et *03 portent les allotypes Km (1) et Km (2) tandis que IGKC*04

porte Km (3) (http://www.imgt.org). Aucun allèle portant Km (1) n’a pour l’instant été

rapporté. En effet, la plupart du temps les allotypes Km (1) et Km (2) sont co-exprimés

puisque Km1 est très rare. En revanche, Km1, 2 et Km3 sont fréquentes, Km3 étant la plus

représentée dans pratiquement toutes les populations (Tableau XI).



83

Tableau XI : Système allotypique de la chaîne légère kappa (De Lange, 1988)

Acides aminés Eu/IMGTHaplotypes Allotypes

153/45.1 191/101

Fréquence allotypique

Km1 Km1 Val Leu Très rare

Km1,2 Km1 et Km2 Ala Leu 10-20% Caucasiens

40-60% Africains

30-60% Asiatiques

Km3 Km3 Ala Val Très fréquent dans

toutes les populations

2-1-3 Allotypes portés par les anticorps thérapeutiques IgG1

La technique classique de détermination des allotypes est une méthode sérologique

d’inhibition de l’hémagglutination utilisant des hématies humaines sensibilisées par des

immunoglobulines d’allotype donné et des anticorps polyclonaux ou monoclonaux

spécifiques d’un allotype. Le sérum à tester est incubé avec le panel d’anti-allotypes puis avec

les hématies correspondantes et il n’inhibe l’hémagglutination que si les IgG qu’il contient

partagent le même allotype que celui qui a servi à sensibiliser les hématies. Dans le cas

contraire l’anti-allotype ne reconnaît pas l’allotype du patient, il est donc disponible pour

agglutiner les hématies-test (De Lange, 1988).

Cette méthode a été utilisée pour déterminer les allotypes portés par différents

anticorps thérapeutiques (Tableaux II, IV et V) (Jefferis & Lefranc, 2009). Tous les anticorps

pour lesquels les allotypes ont pu être déterminés portent les mêmes déterminants de chaîne

légère Km3, en revanche, ils diffèrent par leurs allotypes de chaîne lourde et s’organisent en

trois groupes. Les anticorps G1m3 sont le basiliximab, le cetuximab et le palivizumab ; les

anticorps G1m17 sont l’omalizumab et le trastuzumab et enfin les anticorps G1m17,1 sont le

rituximab, l’infliximab, l’alemtuzumab, le daclizumab et l’adalimumab. Or, comme cela a

déjà été décrit plus haut, G1m1 est très polymorphe dans la population caucasienne alors que

G1m17 y est peu représenté. L’haplotype G1m17,1 qui est prédominant dans la population

japonaise, est moins commun chez les Européens, où G1m3 est plus fréquent (Gorman &

Clark, 1990 ; Kameda et al., 1998 ; Oxelius et al., 1999) de même que Km3. Ainsi, la
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majorité des anticorps recombinants utilisés en thérapeutique portent sur leurs chaînes lourdes

les allotypes G1m17,1 qui peuvent être considérés comme une source potentielle

d’alloimmunisation pour des patients qui ne partageraient pas les mêmes allotypes G1m

qu’eux. Le trastuzumab fait figure d’exception puisqu’il a été modifié pour porter sur son

domaine CH3 l’isoallotype complémentaire de G1m1 (Carter et al.,1992). Ceci montre bien

que les allotypes sont considérés par certaines firmes pharmaceutiques, comme un facteur

d’immunogénicité potentiel de l’anticorps à prendre en compte dans la conception de ces

médicaments. En règle générale, cependant, ces firmes communiquent très peu sur le sujet et

ne justifient donc pas le choix pour tel ou tel allotype (Jefferis & Lefranc, 2009).

La part d’anticorps anti-anticorps qui cibleraient les déterminants allotypiques du

médicament n’est pour l’heure pas encore évaluée et ce en raison des performances des

techniques de dosage de ces anticorps induits. Cependant, les allotypes de chaînes lourdes γ1,

variants alléliques du gène IGHG1 représentent un facteur génétique qui pourrait être

impliqué dans la survenue des anticorps anti-anticorps chez les patients traités. Ils pourraient

en effet expliquer que pour un même anticorps thérapeutique, administré pour le traitement de

la même maladie, certains patients développent une réponse humorale et d’autres non.

Actuellement, le manque de preuve du rôle des allotypes dans l’immunogénicité des anticorps

thérapeutiques conduit aussi bien les scientifiques convaincus de leur implication que les

firmes pharmaceutiques prudentes, à adapter les molécules. Les premiers prônent la création

de molécules thérapeutiques « personnalisées » où les patients recevraient un anticorps de

même allotypes que leurs propres IgG1 ; les seconds dans une démarche encore timide

favorisent une ingénierie des anticorps, à l’image du trastuzumab, privilégiant un allotype qui

serait moins immunogène (Carter et al., 1992 ; Hwang & Foote, 2005 ; Jefferis & Lefranc,

2009).

2-2 Prédiction d’épitopes T

Les agences réglementaires préconisent l’utilisation d’études non cliniques permettant

d’évaluer l’immunogénicité potentielle d’une protéine pour l’homme, avant son utilisation

clinique. Les méthodes employées sont essentiellement des techniques in silico à la recherche

d’épitopes T sur la protéine d’intérêt, pouvant lier les molécules HLA, human leucocyte

ant igen  ou molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). En effet,
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contrairement aux lymphocytes B qui reconnaissent des épitopes conformationnels, les

lymphocytes T reconnaissent des épitopes linéaires issus de l’apprêtement des protéines par

les cellules présentatrices d’antigène, via les molécules du HLA. Un très grand nombre de

peptides sont générés par protéolyse dans ces cellules, mais seuls 2% d’entre eux pourront

effectivement se lier aux molécules du HLA et être présentés à la surface cellulaire.

Les algorithmes informatiques permettant d’évaluer la possible immunogénicité de

protéines d’intérêt sont fondés sur le découpage des séquences en fragments chevauchants de

9 acides aminés et l’évaluation de la liaison de ces séquences à 8 allotypes correspondant à

l’essentiel du répertoire HLA de classe II humain. La cartographie de ces épitopes permet

ensuite d’adapter la séquence et d’en réduire l’immunogénicité (Weber et al., 2009).

Cependant, l’analyse des séquences révèle aussi bien les épitopes activant les lymphocytes T

effecteurs, que ceux activant les lymphocytes T régulateurs. En effet, l’analyse d’anticorps

humains montre que 7 épitopes conservés ont été identifiés dans la région Fc et les régions

charpentes des anticorps suggérant leur rôle immunologique plutôt tolérogène

qu’immunogène, comme l’on montrées les expériences in vitro menées par la suite (Weber et

al., 2009). Pour les auteurs, ces résultats sont corrélés avec la moindre immunogénicité des

anticorps humanisés. Ils remarquent par ailleurs que les anticorps thérapeutiques contenant

peu d’épitopes T ou bien seulement des épitopes « régulateurs », comme le palivizumab

(Synagis®) induisent moins de réponses immunitaires médiées par les lymphocytes T que les

anticorps avec un grand nombre d’épitopes « effecteurs » ou un faible nombre d’épitopes

« régulateurs », comme le rituximab (MabThera®). Ces résultats sont corrélés à la structure de

l’anticorps : un anticorps humanisé versus un chimérique. L’adalimumab (Humira®)

contiendrait un grand nombre d’épitopes « régulateurs » et « effecteurs » : les premiers

annuleraient l’immunogénicité de la molécule associée aux seconds. Ces outils de

cartographie des anticorps thérapeutiques améliorent la connaissance de leur immunogénicité

et facilitent en amont la gestion de ce problème, bien avant que ces molécules soient évaluées

cliniquement, même si ces étapes ultérieures restent bien évidemment indispensables.
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2-3 Influence d’autres caractéristiques individuelles des patients

traités

Les facteurs participant à l’immunogénicité d’un anticorps thérapeutique ne relèvent

pas seulement de la molécule en elle-même, mais également du terrain particulier que

représente le patient auquel il est administré. Le statut immunitaire du patient est fondamental

puisqu’il conditionne son aptitude à élaborer une réponse immunitaire dirigée contre ces

anticorps. Les patients atteints de maladie auto-immune auraient une plus grande aptitude à

élaborer une réponse immunitaire vis-à-vis d’un anticorps recombinant (Stein, 2002).

L’exemple du rituximab illustre très bien ce propos, puisque cet anticorps initialement indiqué

dans le traitement de certains lymphomes B non-hodgkiniens, n’induit pratiquement pas de

réponse de type anticorps anti-rituximab dans cette pathologie (McLaughlin et al., 1998) alors

que ceux-ci sont décrits chez un tiers des patients traité pour un lupus systémique (Albert et

al., 2008). Par ailleurs, dans le cas de la polyarthrite rhumatoïde, la présence dans le sérum

des patients d’IgM anti-IgG, appelées facteurs rhumatoïdes pourrait être à l’origine de

réaction entre ces auto-anticorps et un anticorps recombinant, conduisant peut-être à la

neutralisation de ces derniers (Stein, 2002). Enfin, certains traitements adjuvants comme les

chimiothérapies et les immunosuppresseurs réduisent l’aptitude des patients à élaborer une

réponse immune anti-anticorps thérapeutique. En effet, la plupart des protocoles étudient des

cohortes de patients sous traitement immunosuppresseur ou plus ou moins immunodéprimés

en raison de la nature et de l’activité de leur maladie (Kuus-Reichel et al., 1994).

D’autre part, il ne faut pas négliger la contribution du terrain génétique du patient dans

la réponse au traitement. De nombreux gènes candidats peuvent être étudiés et certains

appartiennent au CMH. Le grand polymorphisme de ces gènes est à l’origine d’autant de

variations inter-individuelles dans la structure de ces molécules : il en résulte que chaque

individu aura une façon particulière d’apprêter et de présenter les peptides antigéniques, via

les molécules du CMH et ceci conditionne en partie l’immunogénicité de ces peptides. C’est

ce qu’a montré M. Brüggeman et collaborateurs chez la souris. Les auteurs ont donc évalué la

réponse anti-allotypique chez deux types de souris C57BL/6 et BALB/c à qui ils ont

administré un anticorps entièrement murin. Contrairement aux souris C57BL/6, les BALB/c

ont développé une réponse intense dirigée contre des domaines variables et constants de

l’anticorps. Les auteurs ont conclu que les gènes de la réponse immunitaire et en particulier le
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système H-2 murin devait être à l’origine des différences observées (Brüggeman et al., 1989).

On peut donc penser que certains haplotypes du CMH codent des molécules avec une

conformation particulièrement adaptée, ou au contraire ne permettant pas la présentation de

ces peptides antigéniques issus des anticorps, favorisant ou non la réponse immunitaire.

Un autre marqueur génétique potentiel est le FCGR3A, gène codant le FcγRIIIa. En

effet, il a déjà été identifié dans sa forme homozygote FCGR3A-158V, comme étant associé à

une meilleure réponse clinique au rituximab dans les lymphomes folliculaires (Cartron et al.,

2002) et à une meilleure réponse biologique à l’infliximab dans la maladie de Crohn (Louis et

al., 2004). Dans l’exemple de l’infliximab, l’étude des polymorphismes portés par les gènes

codant les récepteurs pour la portion Fc des IgG est supportée par l’idée que le mécanisme

d’action de l’infliximab fait intervenir des processus d’ADCC (Scallon et al., 1995). L’ADCC

mobilise des effecteurs cellulaires qui expriment de tels récepteurs permettant l’interaction de

ces effecteurs avec l’infliximab et la lyse des cellules cibles. Les FcγRIIIa peuvent également

être exprimés par les cellules présentatrices d’antigènes et intervenir dans la capture

d’antigènes : on est en droit de penser que leur polymorphisme pourrait influencer la réponse

ATI et donc la réponse au traitement mais rien n’est connu à ce jour.

2-4 Conclusion sur l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques

Les travaux de R. Benjamin et collaborateurs sur des souris rendues tolérantes vis-à-

vis des régions constantes d’un anticorps de rat dirigé contre des antigènes cellulaires murins,

montrent que celles-ci ont développé une réponse anti-idiotypique majeure (Benjamin et al.,

1986). J. Isaacs et collaborateurs en travaillant sur l’alemtuzumab (MabCampath®) ont pu

conclure que l’humanisation de la molécule diminuait son immunogénicité, malgré la

persistance d’une réponse anti-idiotypique après des injections répétées de l’anticorps ; cette

réponse était observée même si le patient partageait le même allotype que l’anticorps

thérapeutique (Isaacs et al., 1992). Ces résultats suggèrent que l’élaboration d’anticorps

thérapeutiques chimériques ou humanisés, dans lesquels les domaines constants sont d’origine

humaine, n’est pas suffisante pour éliminer la réponse anti-anticorps qui reste à la fois anti-

idiotypique et possiblement anti-allotypique. De ce fait, tout anticorps intégralement humain

est par nature immunogène. En humanisant de plus en plus les domaines variables de ces
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anticorps, la réponse de type HAMA que l’on tente de réduire se trouve remplacée par une

réponse humorale "humaine anti-humaine" HAHA qui correspond essentiellement à une

réponse anti-idiotypique (Clark, 2000). La contribution des nouvelles technologies au succès

des anticorps recombinants ne se situe probablement pas tant au niveau de la minimisation de

l’immunogénicité des anticorps murins qu’à l’amélioration concomitante des propriétés

effectrices et pharmacocinétiques des anticorps monoclonaux du fait de l’acquisition de

domaines constants humains (région Fc notamment). Le fait que leur région Fc soit humaine

allonge leur demi-vie, favorise leur prise en charge par des récepteurs à l’origine de leur

recyclage comme le FcRn (Ghetie et al., 1996).



89

3- Pharmacocinétique des anticorps monoclonaux

recombinants et immunogénicité

Dans les années 1960, la relation structure-fonction des IgG a été minutieusement

décortiquée comme en témoignent les travaux de Porter (Porter, 1959) mais l’avancée des

connaissances à cette époque concerne aussi leur métabolisme. Fahey et Robinson publient en

1963 qu’il existe un mécanisme d’homéostasie contrôlant la fraction d’IgG catabolisée. Ils

remarquent que l’augmentation de la synthèse d’IgG provoque l’augmentation de la

concentration des IgG circulantes, ce qui à pour conséquence d’en accélérer le catabolisme.

Ce mécanisme est décrit comme spécifique et sélectif, puisque l’augmentation de la

concentration d’autres classes d’Ig n’accélère pas le catabolisme des IgG, pas plus que la

concentration circulante d’albumine. Leur analyse va jusqu’à identifier la portion Fc comme

étant le site impliqué dans ce mécanisme (Fahey & Robinson, 1963). Ce résultat a ensuite été

confirmé par d’autres équipes qui ont montré que l’élimination de fragments Fc obtenus par

digestion à la papaïne est aussi lente que celle des IgG entières correspondantes. Les auteurs

ajoutent que ces portions Fc ont été très peu retrouvées dans les urines contrairement aux

fragments Fab et F(ab’)2 (Spiegelberg & Weigle, 1965).

Ces données sont d’autant plus intéressantes que l’on sait à partir de 1964 que les IgG

sont une classe hétérogène d’Ig comprenant 4 sous-classes : IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4,

différenciées les unes des autres par l’antigénicité de leurs chaînes lourdes (Grey & Kunkel,

1964) et représentant respectivement 65%, 23%, 8% et 4% des IgG totales (Yount et al.,

1967). De plus, ces sous-classes diffèrent dans leur aptitude à recruter le complément

(Ishizaka et al., 1967). La description des différences structurales antigéniques de ces quatre

chaînes lourdes en particulier au niveau de leur Fc, suggère que leur métabolisme puisse

également varier d’une sous-classe à l’autre. En effet, Spiegelberg et collaborateurs ont

montré que les IgG3 sont plus rapidement catabolisées que les IgG1, G2 et G4 dont les demi-

vies sont comparables aux IgG totales (Spiegelberg et al., 1968 ; Spiegelberg & Grey, 1968),

soit 23 jours (Cohen & Freeman, 1960). En l’absence d’arguments plus pertinents, la

responsabilité du catabolisme plus rapide des IgG3 a été imputée à sa structure, et en
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particulier à sa portion Fc (Spiegelberg et al., 1968 ; Morell et al., 1970). Ajoutant un élément

dans la relation concentration-catabolisme des IgG, Morell et collaborateurs ont montré en

1970 que l’augmentation de la concentration circulante d’une sous-classe augmentait le

catabolisme des autres (Morell et al., 1970). Bien qu’à cette époque le mécanisme régissant le

catabolisme des IgG ne soit pas connu, les travaux de Brambell offrent une hypothèse plutôt

séduisante qui retient l’attention de plusieurs auteurs (Spiegelberg et al., 1968 ; Morell et al.,

1970). En effet, Brambell travaille sur le transfert d’immunité de la mère à son petit. Il

propose un mécanisme impliquant un récepteur baptisé plus tard FcRn, neonatal Fc receptor

et présentant des points communs avec les premiers éléments connus du catabolisme des IgG

qui ne peuvent laisser insensible.

3-1 FcRn, un récepteur d’IgG aux multiples facettes (article n°1)

Charlotte Magdelaine-Beuzelin, Marc Ohresser, Hervé Watier. Médecine Sciences,

2009, 25, 1053-1056.
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FcRn, 
un récepteur d’IgG 
aux multiples 
facettes
Charlotte Magdelaine-Beuzelin, 
Marc Ohresser, Hervé Watier

Il y a cent ans, Ransom rapporta le cas d’une femme 
enceinte atteinte de diphtérie qu’il traita par sérothé-
rapie. La patiente accoucha 24 heures après avoir reçu 
les deux injections curatives et curieusement l’enfant 
nouveau-né ne présenta pas de signes de maladie. 
Il conclut alors son observation en supposant avoir 
donné une dose prophylactique à l’enfant « via le sang 
de sa mère » [1]. Il fallut attendre plus d’un demi-
siècle avant que Brambell n’élucide le phénomène : 
partant de l’observation que seules les IgG, et non les 
autres classes d’immunoglobulines, avaient une demi-
vie plasmatique longue et traversaient le placenta, 
que le phénomène était saturable et que la portion 
Fc était nécessaire, il postula l’existence d’un récep-
teur dédié [2]. Puisque les cellules impliquées dans 
le transfert des IgG présentaient des microvillosités, 
il imagina que les IgG pouvaient être internalisées et 
avança que la fixation à ce récepteur les protègerait 
de la dégradation par les enzymes lysosomales, retar-
dant leur catabolisme [2, 3]. Tout était dit ! Ce que 
Brambell n’avait pas démontré, il l’avait pressenti. Ce 

 mystérieux récepteur prit définitivement le nom de 
FcRn, neonatal Fc receptor, lorsqu’il fut identifié chez 
le rat [4]. FcRn est maintenant parfaitement caracté-
risé du point de vue de sa structure et de sa très vaste 
distribution dans les organismes, du fœtus à l’adulte, 
et son rôle clé dans la protection des IgG vis-à-vis 
du catabolisme des protéines plasmatiques en fait un 
acteur incontournable de la pharmacocinétique des 
anticorps thérapeutiques.

Structure du FcRn et interaction avec les IgG

La première surprise fut de découvrir qu’à la différence 
des autres FcγR, FcRn appartenait à la famille des 
molécules du CMH (complexe majeur d’histocompati-
bilité) de classe I [4] (Figure 1). La cocristallisation 
de l’ectodomaine du FcRn avec une portion Fc d’IgG 
montre cette dernière « tête en bas », prise en tenaille 
entre deux molécules de FcRn (Figures 1 et 2). Sur l’IgG, 
la région de liaison au FcRn chevauche les domaines 
CH2 et CH3 (Figure 1) et implique notamment les rési-
dus His310 du domaine CH2 et His435 du domaine CH3 
(remplacée par une arginine sur les IgG3) [5]. Ces deux 
histidines sont chargées positivement à pH inférieur à 
6,5, formant des ponts salins avec les résidus corres-
pondants sur le FcRn, ce qu’un pH supérieur à 7,0 fait 
disparaître [5].
Les séquences du FcRn de l’homme et de la souris ne 
sont homologues qu’à 65 % [6], l’une des différences 

> En 1969, Brambell, s’intéressant à la longue 
demi-vie sérique des IgG et à leur aptitude à 
traverser la barrière materno-fœtale, les attri-
bue à un récepteur spécifique de la portion Fc, 
appelé plus tard FcRn, neonatal Fc receptor. La 
résolution de sa structure a permis de l’identifier 
comme une molécule apparentée au complexe 
majeur d’histocompatibilité de classe I, capa-
ble de prendre en charge les IgG et l’albumine 
grâce à des liaisons dépendantes du pH. Le FcRn 
assure à la fois des fonctions de recyclage per-
mettant aux IgG et à l’albumine d’échapper au 
catabolisme endothélial, de transcytose favori-
sant la biodistribution des IgG dans l’organisme 
et sans doute de coopération lors de la phago-
cytose. Le FcRn est donc étroitement associé à 
la pharmacocinétique des anticorps thérapeu-
tiques, ce qui ouvre de séduisantes perspectives 
en termes  d’optimisation de  l’utilisation de ces 
biomolécules. <
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la liaison des IgG au FcRn est négligeable mais la pro-
tonation des résidus histidine de l’IgG à pH légèrement 
acide permet de créer la liaison à FcRn.
Certains résidus de la portion intracytoplasmique de 
FcRn interviennent dans sa localisation vésiculaire, 
et il semble que ce soit la phosphorylation d’un résidu 
sérine qui permette d’orienter FcRn vers un méca-
nisme de transcytose plutôt que de recyclage [8]. La 
fonction de transcytose intervient pour favoriser le 
passage des IgG au travers des endothéliums et des 
barrières fœtoplacentaire, intestinale, biliaire ou glo-
mérulaire, ou à l’inverse probablement pour refouler 
les IgG ayant franchi la barrière hématoméningée ou 
hématorétinienne [9]. Enfin, une troisième grande 
fonction du FcRn serait de coopérer avec les FcγR 
classiques dans les fonctions de phagocytose et de 
présentation des complexes immuns, en prenant peut-
être le relais des FcγR pour la liaison aux IgG dans les 
compartiments endosomiaux acides. Cette fonction 
encore mal connue de FcRn explique sans doute qu’il 
soit exprimé dans les cellules présentatrices d’anti-
gène [9] et les  polynucléaires  neutrophiles [6].

FcRn et Ac thérapeutiques

On sait maintenant que l’échec clinique des anti-
corps monoclonaux murins vient de leur très courte 

notables étant que le FcRn murin présente un site de N-glycosylation 
(Asn128) absent du FcRn humain et que ce glycanne  semble influencer 
l’affinité de la liaison [5].

Fonctions du FcRn

L’une des fonctions majeures du FcRn est connue sous le nom de 
recyclage. Elle consiste à extraire les IgG de la voie du catabolisme 
endothélial des protéines plasmatiques pour les restituer intac-
tes dans la circulation (Figure 2, fléchage bleu). Les IgG partagent 
cette propriété en exclusivité avec l’albumine qui se lie aussi à FcRn 
et bénéficie du recyclage [7]. Chez la souris, on a pu calculer que 
FcRn protège de la dégradation la moitié des molécules d’albumine 
internalisées et quatre cinquièmes des IgG, ce qui pourrait être un 
mécanisme énergétiquement plus économique pour l’organisme que 
la synthèse de novo de ces molécules [7]. Ce recyclage explique leur 
demi-vie longue (trois semaines pour les IgG), tout en permettant le 
maintien de concentrations plasmatiques élevées puisqu’IgG et albu-
mine représentent 70 % des protéines plasmatiques. Le catabolisme 
des IgG et de l’albumine augmente lorsque leurs concentrations san-
guines sont trop élevées, suite à la saturation du FcRn qui ne peut en 
recycler davantage [2]. La transcytose des IgG d’un pôle à l’autre des 
épithéliums ou des endothéliums est la deuxième fonction majeure 
du FcRn permettant d’assurer leur biodistribution dans l’organisme 
(Figure 2, fléchage orange). Comme pour le recyclage, FcRn se trouve 
ainsi étroitement associé au trafic vésiculaire et aux variations de 
pH qui l’accompagnent. À pH neutre (compartiment extracellulaire), 

Figure 1. Représentation tridimensionnelle 
de l’interaction entre FcRn et IgG. Le FcRn 
est un hétérodimère composé de la β2-
microglobuline (β2-m en vert) associée de 
façon non covalente à une chaîne lourde α 
transmembranaire (45 kDa) repliée en trois 
domaines extracellulaires : α1 (rose), α2 
(bronze) et α3 (rose) seuls ici représentés. 
Bien que le FcRn soit apparenté aux molé-
cules de classe I du CMH, la cavité localisée 
entre les domaines α1 et α2 est trop étroite 
pour accueillir un peptide et exercer une 
fonction de présentation d’antigène. Le site 
de fixation des IgG sur FcRn est différent 
de celui de l’albumine et la fixation des IgG 
n’influence pas celle de l’albumine [7]. Le 
FcRn se lie au Fc de l’IgG (gris) à l’interface 

entre les domaines constants CH2 et CH3, c’est-à-dire un site distinct de celui impliqué dans la liaison au C1q et aux FcγR. L’interaction est 
centrée sur des résidus hydrophobes associant le Trp133 du FcRn et l’Ile253 du Fc (résidus noirs), renforcée par des ponts salins impliquant sur 
FcRn Glu117, Glu118, Asp132 et sur Fc His310, Gln311 et His435 respectivement [5]. Les acides aminés impliqués dans ces liaisons sont res-
pectivement figurés en jaune, rouge, bleu et cyan. La figure a été obtenue à partir du cocristal FcRn-Fc d’IgG de rat (protein data bank (PDB) 
1frt). La portion Fc du cocristal a été  remplacée par son équivalent humain (PDB 1e4k) en superposant les deux Fc afin de donner à la portion 
humaine une bonne orientation vis-à-vis du FcRn.
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demi-vie chez l’homme résultant de la faible affinité du FcRn 
humain pour les IgG de souris [10]. La solution fut apportée par 
l’humanisation de la portion Fc qui réduit aussi l’immunogénicité 
et améliore l’interaction avec les mécanismes effecteurs. L’étape 
ultérieure serait maintenant de pouvoir augmenter la demi-vie des 
anticorps thérapeutiques afin d’accroître leur efficacité et/ou de 
réduire les doses administrées. Cette amélioration pourrait passer 
par la sélection d’anticorps à portion Fc mutée ayant une affinité 
pour le FcRn accrue à pH acide. Néanmoins, le gain d’affinité 
obtenu avec ces mutants (jusqu’à vingt-huit fois celle de l’IgG 
sauvage) n’est pas systématiquement associé à une amélioration 
de la pharmacocinétique et en particulier à un allongement de la 
demi-vie [11].
FcRn n’a peut-être donc pas encore livré tous ses  mystères… ‡
FcRn, a multifaceted IgG receptor

SUMMARY
Neonatal Fc receptor, 
key control of immunoglobulins biodistribution
In 1969, Brambell, while studying the long serum half-life 
of IgG and their ability to cross the materno-foetal bar-
rier, attributed these two properties to the existence of a 
specific Fc receptor, which was later denominated FcRn for 
neonatal Fc receptor. The resolution of its structure revealed 
that it is a MHC class-I-like molecule. FcRn is able to load 
IgG and albumin in a pH-dependent manner. It acts as an 
intracellular transport protein and as such is controling the 
serum half-life of these proteins (apical recycling of IgG and 
albumin in endothelial cells), IgG biodistribution (apical to 
basolateral and basolateral to apical transport of IgG in 
epithelial and endothelial cells) and it may also contribute 

Figure 2. Représentation schématique du trafic 
cellulaire de FcRn. Le FcRn est largement exprimé 
dans les cellules endothéliales, comme dans le 
schéma, et épithéliales. Dans ces cellules pola-
risées, FcRn peut être exprimé au niveau de la 
membrane plasmique, se distribuant plus ou moins 
équitablement entre les pôles apical et basal selon 
les types cellulaires. En réalité, la majeure partie 
de FcRn se trouve dans les compartiments vési-
culaires intracellulaires. 1. Les cellules exprimant 
FcRn sont douées de pinocytose et peuvent inter-
naliser à leur pôle apical et/ou basal les protéines 
solubles présentes dans l’environnement, dont 
l’albumine (en vert) et les IgG (en bleu). Dans ces 
vésicules d’endocytose, le pH est neutre et FcRn ne 
s’associe ni aux IgG, ni à l’albumine. 2. La fusion 
de ces vésicules avec d’autres vésicules d’origine 
golgienne produit un endosome dont le pH s’aci-
difie, ce qui permet au FcRn de se lier aux IgG et 
à l’albumine, dans la limite des molécules de FcRn 
disponibles. 3. Les IgG et l’albumine excédentai-
res, ainsi que les autres protéines ne se liant pas 
à FcRn (en rouge), suivent la voie lysosomale de 
plus en plus acide (figurée en jaune, fléchage noir) 
conduisant à leur dégradation. 4. Les IgG et l’al-
bumine captées par FcRn sont recyclées, c’est-à-
dire reconduites à la surface apicale et/ou basale 
(fléchage bleu). En fusionnant avec la membrane 
plasmique, le pH remonte et les IgG comme l’al-
bumine se dissocient de FcRn, ce qui permet leur 
libération dans le milieu extracellulaire. FcRn se 
retrouve alors temporairement exprimé en surface, 
avant d’être de nouveau internalisé. 5. Le FcRn 
assure aussi le transfert des IgG et de l’albumine 
d’un pôle à l’autre de la cellule (fléchage orange) 
dans le sens apical vers basal ou à l’inverse.
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to phagocytosis. FcRn is thus a key partner in the pharmacokinetics of 
therapeutic antibodies, opening interesting prospects for optimisation 
of their use. ‡
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3-2 Pharmacocinétique et biodistribution

3-2-1 Demi-vie et distribution

Les anticorps thérapeutiques, une fois injectés au patient, vont dans une certaine

mesure se comporter comme des IgG endogènes et interagir avec le FcRn. Le FcRn va

conditionner, comme il le fait pour les IgG naturelles, non seulement la demi-vie des

anticorps en fonction de la concentration d'IgG circulantes, mais également leur distribution

dans l'organisme. Une façon d’illustrer ceci est de prendre des exemples parmi les protéines

thérapeutiques autres que les anticorps comme les cytokines dont la petite taille et la courte

demi-vie sérique impliquent des administrations répétées limitant leur utilisation clinique

(Jazayeri & Carroll, 2008). Les processus de recyclage et de transcytose des IgG par le FcRn

ont inspiré la fusion de protéines d’intérêt thérapeutique avec la portion Fc d’une IgG, dans le

but d’en améliorer la demi-vie (Ashkenazi et al., 1993), mais aussi de développer certaines

voies d’administration. En effet, la présence avérée de FcRn sur l’épithélium pulmonaire

(Spiekermann et al., 2002) fait de cette voie déjà convoitée depuis longtemps, un moyen non

invasif intéressant, de délivrer ces molécules composites (Bitonti & Dumont, 2006). Bitonti et

Dumont ont élaboré plusieurs molécules prototypes comme l’érythropoïétine-Fc d’IgG1

humaine qui, après administration par aérosol, montre une biodisponibilité 30 % supérieure à

celle d’une dose équivalente d’érythropoïétine par voie intra-veineuse. De plus, l’IFN-α-Fc a

une demi-vie 20 fois plus longue que la molécule native, IFN-α (interféron alpha), associée à

une meilleure activité biologique qui persiste au moins deux semaines après une seule

inhalation, alors que celle-ci dure à peine 5 jours avec l’IFN-α (Bitonti & Dumont, 2006 ;

Dumont et al., 2006). La fusion à un Fc d’IgG1 confère à la molécule native des propriétés

pharmacocinétiques classiquement attribuées aux IgG et directement associées à l’interaction

avec le FcRn.

L’efficacité thérapeutique du bévacizumab dans le traitement d’une maladie oculaire,

la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA), illustre le rôle du FcRn dans la distribution

tissulaire des anticorps. En effet, la société Genentech a développé un anticorps ciblant le

VEGF dont la version IgG1 entière correspond au bévacizumab (Avastin®) indiqué dans le

traitement des cancers colo-rectaux. Ce format d’anticorps ne pouvait a priori être utilisé dans

le traitement de la DMLA puisque Mordenti et collaborateurs ont publié en 1999 qu’un

anticorps entier, i.e le trastuzumab, ne pénètre pas la rétine (Mordenti et al., 1999). C’est
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pourquoi la firme a par la suite élaboré la version Fab de l’anticorps anti-VEGF (ranibizumab

(Lucentis®)), de poids moléculaire beaucoup plus faible qu’une IgG1 entière, dont l’affinité

pour la cible a été optimisée et est indiquée dans le traitement de la DMLA par injection intra-

vitréale. Cependant, la commercialisation du bévacizumab ayant devancé celle du

ranibizumab, les ophtalmologistes ont essayé, avec succès, le bévacizumab non seulement en

injection intra-vitréale (Rosenfeld et al., 2005) mais aussi par voie systémique (Bolz et al.,

2007). Ces résultats sont d’autant plus intéressants que Kim et collaborateurs ont montré que

le FcRn est exprimé au niveau de la barrière hémato-rétinienne (Kim et al., 2008) ce qui

expliquerait que le bévacizumab injecté par voie veineuse puisse être efficace dans la DMLA.

3-2-2 Concentration des anticorps

Le recyclage des anticorps thérapeutiques par le FcRn influence leur PK mais

également celle des molécules ciblées. Très peu d’études ont été publiées à ce propos,

certainement en raison de la difficulté à disposer de techniques de dosages fiables de ces

molécules. Lowe et collaborateurs ont analysé la PK de l’omalizumab (Xolair®) et la

pharmacodynamie des IgE, sa cible antigénique. En effet, l’omalizumab neutralise les IgE

dans le traitement de l’asthme ce qui améliore les symptômes. Cependant, chez les patients

traités, le dosage des IgE totales, i.e. IgE complexées à l’omalizumab et IgE libres, montre

que celles-ci sont augmentées. Bien que la concentration des IgE libres, neutralisées par

l’omalizumab, diminue, les complexes IgE-IgG, de catabolisme plus lent s’accumulent dans

le sang (Lowe et al., 2009), allongeant artificiellement la demi-vie des IgE.

3-2-3 Immunogénicité et pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques anti-

TNF-α 

Le choix de la famille des anticorps anti-TNF-α  pour illustrer le lien entre

immunogénicité et PK des anticorps monoclonaux recombinants est multiple. Tout d’abord

les anticorps anti-TNF-α  sont utilisés dans le traitement de maladies auto-immunes

(polyarthrite rhumatoïde, maladie de Crohn...), pathologies dans lesquelles est plus

fréquemment recensée une réponse anti-anticorps que dans les cancers. De plus, les anticorps

anti-TNF-α furent, avec l’infliximab en 1998, parmi les premiers anticorps thérapeutiques

commercialisés, si bien que les données cliniques le concernant abondent. Enfin, la famille
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des anticorps anti-TNF-α est d’autant plus intéressante à analyser qu’elle possède des

représentants dans chaque génération d’anticorps : l’infliximab est chimérique, le

certolizumab pegol humanisé et l’adalimumab complètement humain (Tableaux II, IV et V).

3-2-3-1 Infliximab

L’infliximab (Remicade®) est indiqué dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde,

la spondylarthrite ankylosante, la maladie de Crohn de l’adulte et de l’enfant, la rectocolite

hémorragique, le psoriasis et le rhumatisme psoriasique (http://www.remicade.com). La

polyarthrite rhumatoïde et le Crohn sont les deux indications pour lesquelles il y a le plus

grand recul sur l’utilisation de ce biomédicament et l’impact de son immunogénicité a été

beaucoup étudié. Les anticorps HACA induits par l’infliximab et dont il est lui-même la cible

ont finalement été baptisés antibodies-to-infliximab ou ATI. La prévalence des ATI dans le

cas des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde varie entre 12% et 44% (Bendtzen et al.,

2006 ; Haraoui et al., 2006 ; Maini et al., 1998 ; Svenson et al., 2007 ; van den Bemt et al.,

2008 ; van der Bijl et al., 2008 ; van der Laken et al., 2007 ; Wolbink et al., 2006) et entre 6%

et 61% en ce qui concerne le Crohn (Baert et al., 2003 ; Farrell et al., 2003 ; Hanauer et al.,

2004 ; Miele et al., 2004 ; Targan et al., 1997 ; Vermeire et al., 2007). Ces chiffres sont

difficilement comparables puisqu’ils sont issus de cohortes de patients souffrant de

pathologies différentes, que les études ne sont pas conçues de la même façon en termes de

temps de prélèvement par rapport à la dernière injection, de traitement des échantillons mais

également de médicaments adjuvants de type immunosuppresseurs (Anderson et al., 2005).

De plus, les techniques de dosage des ATI comme les autres méthodes de dépistage

des HACA sont loin d’être standardisées (§ 1-6). De plus, les sources d’interférences avec le

dosage des ATI, quelle que soit la technique employée, sont nombreuses : il s’agit pour

l’essentiel de l’infliximab circulant résiduel ou d’auto-anticorps comme les facteurs

rhumatoïdes (Emi Aikawa et al., 2009) fréquemment retrouvés dans la population générale et

a fortiori chez les sujets atteints de polyarthrite rhumatoïde, mimant la fixation des ATI sur

l’infliximab utilisé dans le test, et donnant des résultats faussement positifs.

Les conséquences de la survenue des ATI pour les patients ont également été étudiées.

Baert et collaborateurs ont montré que les ATI, détectés chez 61% des patients traités pour
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maladie de Crohn, diminuent la réponse clinique au traitement et induisent un risque majoré

de faire une réaction à l’injection suivante lorsque leur concentration est supérieure à 8

mg/mL (Baert et al., 2003), élément confirmé par d’autres équipes (Miele et al., 2004 ;

Wolbink et al., 2006 ; de Vries et al., 2007 ; van der Laken et al., 2007 ; Ainsworth et al.,

2008 ; Radstake et al., 2008). Il a été montré par ailleurs que la prévalence des ATI est

inversement proportionnelle à la concentration circulante d’infliximab (Bendtsen et al., 2006)

et que cette concentration est d’autant plus basse que la concentration des ATI est élevée

(Haraoui et al., 2006 ; Wolbink et al., 2006) suggérant à la fois une neutralisation de

l’infliximab par les ATI et une accélération de son élimination ou l’impossibilté de le doser en

raison d’anticorps neutralisants de type anti-idiotype.

Par ailleurs, comme pour plusieurs autres anticorps thérapeutiques dont l’adalimumab,

l’infliximab est sujet à une variation inter-individuelle d’efficacité dont les mécanismes ne

sont pas totalement compris, on sait cependant, que la PK de l’anticorps est impliquée. En

effet, plusieurs équipes ont rapporté que des concentrations circulantes élevées d’infliximab

sont associées à une meilleure réponse au traitement (St Clair et al., 2002 ; Reich et al., 2005 ;

Maser et al., 2006).

3-2-3-2 Certolizumab pegol

Le certolizumab pegol (Cimzia®), approuvé en avril 2008 par la FDA (Melmed et al.,

2008) pour le traitement du Crohn et également en cours d’évaluation dans le traitement de la

polyarthrite rhumatoïde (Choy et al., 2002). Bien que le recul clinique sur la molécule soit de

fait encore faible, plusieurs études ont entre autres évalué son immunogénicité. Sandborn et

collaborateurs rapportent que 8% des patients traités développent des anticorps anti-

certolizumab (Sandborn et al., 2007) confirmant ainsi ce qui avait déjà été publié (Schreiber

et al., 2007). Les premières évaluations de la molécule dans la polyarthrite rhumatoïde

montrent que chez des patients recevant des quantités différentes du médicament, tous

développent des anticorps anti-certolizumab après la seconde injection, quelle que soit la

dose. Les auteurs précisent que l’incidence des anticorps induits varie avec la dose mais

qu’elle est plus faible pour les fortes doses (Choy et al., 2002). La technique de dépistage des

anticorps anti-certolizumab utilisée dans les trois études est un ELISA en double antigène

(Choy et al., 2002) selon le même modèle que celui décrit pour les ATI et présentant donc les

mêmes limites. Cela est surprenant puisque le certolizumab pegol est un Fab : l’absence du

fragment Fc rend possible l’utilisation d’un anticorps couplé à une enzyme et dirigé contre le
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Fc des anticorps anti-certolizumab afin d’en révéler la fixation sur le certolizumab, dans un

test ELISA.

3-2-3-3 Adalimumab

L’adalimumab (Humira®) est indiqué dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde

(Bender et al., 2007) et plus récemment dans la maladie de Crohn (Sandborn et al., 2007). Sa

structure d’anticorps humanisé a initialement fait dire de lui qu’il était moins immunogène

que son homologue chimérique, l’infliximab (Emi Aikawa et al., 2009). Cependant, la

survenue d’anticorps anti-adalimumab a été décrite : leur incidence cumulée varie entre 6% et

87% dans la polyarthrite rhumatoïde (Keystone et al., 2004 ; Weinblatt et al., 2003 ; van de

Putte et al., 2004 ; Benden et al., 2007 ; Bartelds et al., 2007 et Bartelds et al., 2009) et

Sandborn et collaborateurs rapportent que 2,6% des 269 patients traités pour maladie de

Crohn ont développé ces anticorps (Sandborn et al., 2007). Pour les mêmes raisons que celles

avancées pour l’infliximab, ces chiffres ne sont pas comparables. Les obligations en termes de

technique employée pour le dépistage des anticorps anti-anticorps thérapeutiques sont

communes à toutes les molécules et leurs limites également. L’influence des anticorps anti-

adalimumab sur l’efficacité du traitement de la polyarthrite rhumatoïde n’est pas claire : ils

limiteraient l’amélioration des signes cliniques pour Bender et collaborateurs (Bender et al.,

2007) voire favoriseraient une mauvaise réponse au traitement (Bartelds et al., 2007) ou bien

au contraire n’affecteraient pas de façon significative la réponse (van de Putte et al., 2004).

Par ailleurs, comme cela a été décrit pour l’infiximab, l’adalimumab présente une variation

inter-individuelle d’efficacité que l’on attribue au moins en partie à sa PK (Bartelds et al.,

2007).

Bien que chacun des trois anticorps anti-TNF-α stimule chez certains des patients

auxquels ils sont administrés la production d’anticorps anti-anticorps, l’impact de ces

anticorps induits ne semble pas identique, i.e, les ATI semblent être à l’origine de réactions à

l’injection et d’une moins bonne réponse au traitement (Ainsworth et al., 2008 ; de Vries et

al., 2007 ; Miele et al., 2004 ; van der Laken et al., 2007 ; Radstake et al., 2008 ; Wolbink et

al., 2006) de façon beaucoup moins controversée que les anticorps anti-certolizumab pegol ou

anti-adalimumab.
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1- Présentation générale

J’ai choisi de commencer ce chapitre de résultats par quelques études cliniques

auxquelles j’ai contribué se rapportant au suivi des patients traités par anticorps anti-TNF-α.

Ces travaux ont pour objectif de montrer qu’il est important de connaître la pharmacologie et

l’immunogénicité de ces molécules dans un souci constant d’améliorer la prise en charge des

patients. Ils illustrent également que la réponse clinique aux anticorps thérapeutiques est

sujette à une forte variation inter-individuelle. Mon rôle dans ces études a consisté à élaborer

certains outils biologiques nécessaires à ce suivi, à savoir le dosage des anticorps induits

(anticorps anti-infliximab et anti-adalimumab).

Les travaux présentés dans une deuxième partie s’efforcent d’identifier les facteurs

immunologiques et génétiques qui participent à l’immunogénicité des anticorps

thérapeutiques et qui, de ce fait pourraient concourir à expliquer une partie de la variabilité

pharmacocinétique. Nous avons analysé les éléments structuraux des domaines variables de

deux grandes familles d’anticorps, les anti-cancéreux et les anti-TNF-α pouvant contribuer à

leur divergence du répertoire humain des Ig et donc à leur immunogénicité. Par ailleurs, nous

avons recherché l’influence des polymorphismes de deux gènes candidats, IGHG1 codant les

allotypes G1m porté sur les domains CH1 des IgG1 et FCGR3A affectant le récepteur

FcγRIIIA, sur la survenue des anticorps induits par l’infliximab.

Dans une troisième partie, nous nous appuyons sur l’exemple des anticorps

thérapeutiques utilisés en ophtalmologie pour proposer l’étude du FcRn comme nouvelle piste

de recherche quant à la variabilité pharmacocinétique des anticorps. En effet, l’implication de

ce récepteur d’IgG dans la PK et la biodistribution des anticorps est de mieux en mieux

décrite, suggérant que des variations de son niveau d’expression pourrait influencer cette PK

et, de fait ouvre la voie de l’exploration de sa propre variabilité génétique.
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2- Pharmacocinétique de l’adalimumab et de

l’infliximab en gastro-entérologie : influence des

anticorps induits

2-1 Introduction

La place récurrente qu’occupe l’immunogénicité des anticorps anti-TNF-α dans les

travaux cliniques et pharmacologiques abordés dans cette première partie de résultats justifie

la présentation de ces publications dans cette thèse. Elle permet de poser la problématique des

anticorps induits dans leur contexte et témoigne que le suivi de ce paramètre est indispensable

à la bonne prise en charge des patients. Les questions pharmacologiques et cliniques que

soulève la survenue des anticorps induits, et plus particulièrement des anticorps anti-

infliximab (ATI) et anti-adalimumab sont d’explorer les conséquences liées à leur survenue

en termes de réponse clinique et de pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques. Les

questions scientifiques qui se posent en arrière-plan sont d’identifier les éléments qui

gouvernent leur survenue, reflet de l’immunogénicité des anti-TNF-α. Est-ce la structure des

anticorps recombinants, leur intéraction avec le système immunitaire du patient et/ou le

terrain génétique de celui-ci ?

L’infliximab étant le chef de file de cette famille, nous avons initialement mis au point

au laboratoire en 2004, le dosage des ATI selon une technique ELISA en double antigène

(Ternant et al., 2008 (article n°3) ; Van Assche et al., 2009 (article n°8, Annexe n°2) ;

Mulleman et al., 2009 (article n°9, Annexe n°3)), comme cela est recommandé par les

agences réglementaires. Elle fut suivie par le développement d’une technique similaire

permettant de doser les anticorps anti-adalimumab (Karmiris et al., 2009 (article n°2)). Bien

que les performances de ces techniques soient limitées par la présence de l’anticorps

thérapeutique circulant résiduel, conjointement dosé au laboratoire de Pharmacologie-

Toxicologie du CHRU de Tours, elles nous permettent de faire le suivi biologique des

patients traités en rhumatologie et en gastroentérologie au CHRU, et de répondre aux

demandes de nombreux autres centres hospitaliers français, et plus largement européens. Les

laboratoires d’Immunologie et de Pharmacologie-Toxicologie se sont alors associés pour
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créer le Centre Pilote de Suivi Biologique des Anticorps thérapeutiques (CePiBAC) donnant

plus de lisibilité à leur domaine de compétence en matière d’anticorps thérapeutiques.

 Cliniciens, pharmaco-toxicologues et immunologistes s’intéressent aux anticorps

thérapeutiques et travaillent ensemble pour en optimiser l’utilisation, cependant, chacun de

ces spécialistes aborde le sujet avec les interrogations propres à sa discipline. Il serait difficile

de traiter de l’immunogénicité de ces molécules sans évoquer les questions cliniques qui s’y

rapportent puique les anticorps thérapeutiques ayant été largement humanisés, leur

immunogénicité ne peut s’étudier que chez l’homme. En effet, ces molécules sont très

immunogènes pour les animaux, y compris les primates et ce, en raison de la divergence inter-

espèce des répertoires d’IgG. Ces modèles animaux ne permettent pas de prédire

l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques chez l’homme et en extrapôler le potentiel

immunogénique de l’animal (primates inclus) à l’homme n’est supporté par aucun rationnel

scientifique (Loisel et al., 2007).

 Typiquement, les cliniciens ont besoin de savoir quelle efficacité ils peuvent attendre

des traitements anti-TNF-α . S’ils possèdent un assez bon recul sur l’utilisation de

l’infliximab, ce n’est pas encore le cas de l’adalimumab, souvent utilisé en deuxième

intention après échec du traitement par infliximab. Bien que les critères cliniques soient

l’élément prépondérant permettant d’évaluer le succès thérapeutique, les cliniciens trouvent

dans le suivi biologique aussi bien pharmacologique qu’immunologique de leurs patients, des

arguments supplémentaires les aidant à optimiser cette prise en charge (modification de la

posologie ou changement de molécule). Les questions soulevées par l’article n°2 présenté ci-

dessous sont triple. Tout d’abord clinique, afin de juger de l’efficacité de l’adalimumab en

relais de l’infliximab chez des patients atteints de Crohn pour lesquels ce dernier s’est soldé

par un échec, quelle que soit son étiologie. Puis, pharmacologique afin d’évaluer l’influence

des concentrations résiduelles d’adalimumab sur cette réponse clinique. Et enfin,

immunologique en explorant la survenue des anticorps induits anti-adalimumab à la fois sur la

réponse clinique et sur les concentrations résiduelle d’adalimumab.

Les pharmaco-toxicologues quant à eux, cherchent à décrire la pharmacocinétique des

anticorps thérapeutiques anti-TNF-α  et à explorer les sources de sa variabilité inter-

individuelle, pré-requis nécessaire à l’adaptation de leur posologie. L’article n°3 rapporte les

résultats de la modélisation compartimentale des paramètres pharmacocinétiques de

l’infliximab réalisée sur une cohorte de patients atteints de maladies inflammatoires

chroniques de l’intestin (Crohn et rectocolite hémorragique), ainsi qu’une analyse de
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l’influence de covariables démographiques, des traitements adjuvants mais également des

ATI sur ces paramètres.

2-2 Article n°2 : Influence of through levels and immunogenicity on

long-term outcome of adalimumab therapy in Crohn’s disease

Konstantinos Karmiris, Gilles Paintaud, Maja Noman, Charlotte Magdelaine-Beuzelin, Marc

Ferrante, Danielle Degenne, Karolien Claes, Tamara Coopman, Nele Van Schuerbeek, Gert

Van Assche, Séverine Vermeire, Paul Rutgeerts.  Gastroenterology., 2009, 137, 1628-1640.



Influence of Trough Serum Levels and Immunogenicity on Long-term
Outcome of Adalimumab Therapy in Crohn’s Disease

KONSTANTINOS KARMIRIS,* GILLES PAINTAUD,‡ MAJA NOMAN,* CHARLOTTE MAGDELAINE–BEUZELIN,§

MARC FERRANTE,* DANIELLE DEGENNE,§ KAROLIEN CLAES,* TAMARA COOPMAN,* NELE VAN SCHUERBEEK,*
GERT VAN ASSCHE,* SEVERINE VERMEIRE,* and PAUL RUTGEERTS*

*Department of Gastroenterology, University Hospital Gasthuisberg, Leuven, Belgium; and Laboratory of ‡Pharmacology-Toxicology and §Immunology, Tours
University Hospital, Tours, France
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See related article, Lewis JD et al, on page
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BACKGROUND & AIMS: Adalimumab is an effica-
cious therapy for active Crohn’s disease, but long-term
data are scarce. We conducted an observational study
to assess the long-term clinical benefit of adalimumab
in patients who failed to respond to infliximab, specif-
ically focusing on the influence of trough serum con-
centration and antibodies against adalimumab on clin-
ical outcome. METHODS: A total of 168 patients with
Crohn’s disease treated with adalimumab in a tertiary
center were included in a prospective follow-up pro-
gram. Trough serum concentration and antibodies
against adalimumab were measured at predefined time
points using enzyme-linked immunosorbent assays.
RESULTS: A total of 71% and 67% of patients re-
sponded by weeks 4 and 12, respectively; among them,
61.5% demonstrated sustained clinical benefit until the
end of follow-up (median [interquartile range], 20.4
[11.7–30.0] months). Of the 156 patients receiving
maintenance therapy, 102 (65.4%) had to step up to 40
mg weekly and 60 (38.5%) eventually stopped ada-
limumab therapy mainly due to loss of response. Sig-
nificantly lower adalimumab trough serum concentra-
tions were measured throughout the follow-up period
in patients who discontinued therapy as compared
with patients who stayed on adalimumab. Antibodies
against adalimumab were present in 9.2% of the pa-
tients and affected trough serum concentration. Seri-
ous adverse events occurred in 12% of the patients.
CONCLUSIONS: Introduction of adalimumab af-
ter failure of infliximab therapy resulted in a sus-
tained clinical benefit in two thirds of patients
during a median follow-up period of almost 2
years. Discontinuation was directly related to low
adalimumab trough serum concentration, which

was observed more frequently in patients who de-
veloped antibodies against adalimumab.

Crohn’s disease (CD) is a chronic, relapsing, transmu-
ral inflammation of the gastrointestinal tract affect-

ing mainly young patients and resulting in a considerably
decreased quality of life.1 So far, there is no medical or
surgical cure for CD and the goal of the existing spec-
trum of therapeutic modalities is to induce and maintain
remission.2

Tumor necrosis factor (TNF)-� holds a pivotal role in
the pathogenesis of CD.3 The introduction of infliximab,
a chimeric monoclonal immunoglobulin G1 antibody
against TNF-�, more than 10 years ago for inducing and
maintaining clinical response and remission in patients
with moderate to severe luminal and fistulizing CD cre-
ated new perspectives for the management of this dis-
ease.4 – 6 Unfortunately, 25%– 40% of the patients who
respond to this therapy need multiple dose and interval
adjustments to maintain clinical response over the long-
term and about 10% of patients per year discontinue
therapy because of loss of response or side effects.5– 8

The development of antibodies to infliximab and, as a
consequence, low trough serum concentration of the
drug have been implicated as predisposing factors for
infliximab treatment failure.9 –13

Adalimumab (Humira, D2E7; Abbott Laboratories, Ab-
bott Park, Chicago, IL) is a recombinant, fully human,
subcutaneously delivered immunoglobulin G1 monoclo-
nal antibody. This second anti-TNF agent was found to
be effective for treatment of refractory luminal CD, both

Abbreviations used in this paper: CRP, C-reactive protein; IQR, inter-
quartile range; OR, odds ratio; SAE, severe adverse events; TNF, tumor
necrosis factor.
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in patients who were naive to infliximab and in those
who had already been treated with infliximab.14 –17 Al-
though fully human, adalimumab is not devoid of im-
munogenicity. Antibodies against adalimumab have been
reported in 2.6%–38% of patients treated for CD or rheu-
matoid arthritis, the rate depending also on the presence
of concomitant immunomodulator therapy.16,18,19 In pa-
tients with rheumatoid arthritis, antibodies against ada-
limumab have been associated with low adalimumab
trough serum concentration and decreased clinical re-
sponse,18 but data in CD are lacking.

The aims of this study were (1) to assess the long-term
outcome of adalimumab therapy, including safety, in a
consecutive series of 168 patients with CD who discon-
tinued infliximab therapy because of loss of response or
intolerance; (2) to evaluate the influence of adalimumab
trough serum concentration on clinical response, ada-
limumab dose escalation, and discontinuation of ther-
apy; and (3) to investigate the presence of antibodies
against adalimumab and their relationship to adalimumab
trough serum concentration and clinical outcome.

Patients and Methods
Patients
This was an observational cohort study performed

at a single tertiary care center, where a prospectively
designed standardized schedule was used for follow-up
by experienced clinicians of all patients treated with
adalimumab. Eligible patients were male and female pa-
tients with CD who had presented an initial response to
infliximab and subsequently became intolerant (acute
and/or delayed hypersensitivity reactions) or lost re-
sponse (worsening of clinical status as judged by the
treating physician) despite dose adjustment. Thirty per-
cent of the patients received a course of corticosteroids
after discontinuation of infliximab therapy, while the
others (1) were included in randomized controlled trials
with experimental therapies but dropped out due to lack
of efficacy, (2) remained under treatment with concomi-
tant immunomodulators until initiation of adalimumab
therapy, or (3) received no specific treatment (infliximab
washout period before entering adalimumab trials). The
modified Vienna classification was used for assessing CD
location and behavior.20 Assessment of CD and extra-
intestinal manifestation activity was based on endo-
scopic, histopathologic, radiologic, and clinical criteria.
In all patients, latent tuberculosis was again excluded
before initiation of adalimumab therapy via a protein
purified derivative skin test and a chest x-ray. Patients
with evidence of tuberculosis exposure at initiation of ada-
limumab therapy who had not received prophylaxis while
being treated with infliximab received anti-tuberculosis
prophylactic treatment for at least 6 months. Patients
were seen at the IBD outpatient clinic every 2 weeks for
the first 12 weeks of adalimumab treatment and every

1–3 months afterwards, depending on the patient’s clin-
ical status.

Primary and Secondary Analyses
The primary analysis concerned the proportion of

patients with an initial response to adalimumab who
demonstrated sustained clinical benefit of this treatment
throughout their entire follow-up. Second, we examined
the influence of immunogenicity on the efficacy of ada-
limumab by measuring adalimumab trough serum con-
centration and antibodies against adalimumab at prede-
termined time points and relating the data to loss of
response, need for dose escalation, and discontinuation
rate.

In the secondary analysis, we assessed the efficacy of
adalimumab on fistula closure and on extraintestinal
manifestations, analyzed the rate of severe adverse events
(SAE), and looked at clinical factors influencing treat-
ment outcome with special focus on concomitant medi-
cations.

Definitions
Short-term clinical response was defined as an

improvement of symptoms of the disease at 4 and 12
weeks after the first injection as judged by the treating
physician. Patients who became completely symptom-
free were considered full responders. Patients who had
clear clinical improvement with an obvious decrease of
disease activity but who still had symptoms were consid-
ered partial responders. Patients who discontinued ther-
apy by week 4 due to absence of clinical benefit were
considered primary nonresponders. Improvement in fis-
tulizing CD was defined as a �50% decrease in the num-
ber of draining perianal fistulas from baseline during at
least 2 consecutive treatment visits and remission as
complete closure of all draining fistulas according to the
treating physician’s assessment.

Patients who reported lasting control of disease activ-
ity by the end of follow-up, regardless of the need for
dose escalation, were considered to have sustained clini-
cal benefit.

Patients with recurrent symptoms necessitating ada-
limumab dose escalation (standard intervention was ada-
limumab 40 mg every other week to 40 mg every week)
were considered to have lost response; however, if they
regained response and sustained it until the end of fol-
low-up, they were considered to have sustained clinical
benefit. The adalimumab dosing interval was decreased
to once weekly in patients who presented with symptoms
of active luminal disease that were dominant at baseline
and were accompanied by an increase in C-reactive pro-
tein (CRP) level or endoscopic lesions. In patients pre-
dominantly treated for perianal fistulizing CD or for
extraintestinal manifestations, these clinical conditions
were used as indications for escalating from every other
week to weekly therapy.
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Biologic activity was assessed at baseline and 4 and 12
weeks after initiation of therapy, and biologic response
was defined as a decrease in CRP level of at least 50%
from baseline or normalization of CRP level (�3 mg/L).

SAE was defined as any adverse event that resulted in
hospitalization, was fatal or life threatening, or led to
significant disability.

All patients gave informed consent to participate in the
study.

Measurement of Adalimumab Trough Serum
Concentration and Antibodies Against
Adalimumab
Blood samples were drawn at standardized time

points just before injection of adalimumab (trough se-
rum concentration). The trough serum concentration of
adalimumab was measured using an enzyme-linked im-
munosorbent assay derived from the one developed
for infliximab.21 In brief, recombinant human TNF-�
was coated on the solid phase and recognized by ada-
limumab, and the therapeutic monoclonal antibody was
detected by an anti-human immunoglobulin G Fc�-spe-
cific antibody conjugated to horseradish peroxidase. The
limit of detection was 0.004 �g/mL and the lower and
upper limits of quantification were 0.1 and 4.8 �g/mL,
respectively. Sera exceeding the upper limit of quantifi-
cation were diluted 1:10, with the coefficient of variation
of this procedure being �10%.

Serum concentrations of antibodies against ada-
limumab were analyzed using a double-antigen enzyme-
linked immunosorbent assay based on their capture by
adalimumab-coated plates and their detection by perox-
idase-coupled adalimumab. Because of the interference of
circulating adalimumab, antibodies against adalimumab
could not be measured if the adalimumab concentration
was �0.094 �g/mL. The cutoff value (for false-positive
antibodies against adalimumab), determined using un-
treated samples of patients with an autoimmune disease,
was 0.128 �g/mL (obtained from the 99th percentile).
However, this applies to the first sample in each patient
for which the interpretation cannot be based on ada-
limumab concentration. The trough serum concentra-
tion of adalimumab and antibodies against adalimumab
were determined after the patients completed follow-up;
the treating physician was unaware of these data.

Statistical Analysis
SPSS 15.0 software package (SPSS Inc, Chicago,

IL) was used for performing all appropriate statistical
analyses. Medians with interquartile range (IQR) or
means with SD were calculated for continuous data, and
percentages were computed for discrete data. The �2 test
was used for comparison of categorical data, and odds
ratios (OR) were provided where necessary. Differences
between independent groups were traced with the use of
Student t test for normally distributed values and the
Mann–Whitney U test for nonnormally distributed val-

ues. For differences between dependent groups, the Wil-
coxon signed rank test was used. The sustained clinical
benefit of adalimumab was estimated by Kaplan–Meier
analyses. To compare hazard rates in populations defined
by one variable at the time, the log-rank test was used.
Logistic and Cox proportional hazard models were con-
ducted for the detection of predictors of clinical response
to adalimumab treatment. A receiver operating char-
acteristic analysis was performed for tracing an ada-
limumab trough serum concentration with an influence
on sustained clinical benefit. P � .05 was considered
significant.

Results
Patients and Induction Scheme Schedule
A total of 209 patients with inflammatory bowel

disease initiated treatment with adalimumab between
April 2003 and December 2007 at the IBD unit of the
University Hospital of Leuven. Of these patients, 191 had
CD and 168 of 191 had previously failed to respond to
infliximab. Seventy-one of these 168 patients (42%) took
part in clinical trials with adalimumab, but only time
points when active drug was administered (assessed after
unblinding) were taken into consideration. Long-term
follow-up until the end of March 2008 was completed in
all 168 patients with CD.

The main indication for initiation of adalimumab was
luminal CD in 160 patients (95.2%), fistulizing CD in 2
patients, and arthritic manifestations in 6 patients. Be-
fore starting treatment with adalimumab, these patients
had received a median (IQR) of 8.0 (4.0 –14.2) infusions
of infliximab for 29.3 (8.4 –56.5) months. Adalimumab
therapy was started within 5.0 (2.0 –16.2) months after
the last infliximab infusion. During infliximab treatment,
51% of the patients needed either dose escalation or
shortening of the interval between infusions to maintain
response. Fifty-five percent experienced at least one infu-
sion reaction, either acute or delayed, and 32% stopped
infliximab therapy because of intolerance. Loss of re-
sponse was the cause for discontinuation in 68% of the
patients. Patients’ baseline characteristics are listed in
Table 1.

A total of 126 of 168 patients (75%) received 160 mg
adalimumab subcutaneously at week 0 and 80 mg at
week 2 as an induction scheme. In 5 of 126 patients,
luminal CD was quiescent at baseline and these patients
were treated for perianal fistulizing CD (n � 1), persis-
tent postoperative anastomotic enterocutaneous fistulas
(n � 1), and arthritic manifestations (n � 3). The re-
mainder (n � 121) had active luminal CD. Twenty-eight
patients (16.7%) received 80/40 mg and 14 (8.3%) first
received placebo in a clinical trial but were then treated
with 40 mg subcutaneously every 2 weeks without a
loading dose.
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Short-term Clinical Response of Luminal CD
to Adalimumab
Overall, 105 patients (70.5%) in both induction

scheme groups (n � 149) responded by week 4 and 100
(67.1%) by week 12. Forty-nine (40.4%) of the patients
who received 160/80 mg showed a complete response, 35
(29%) a partial response, and 37 (30.6%) no clinical re-
sponse by week 4. In the 80/40 mg group, 12 of 28

patients (43%) showed a complete response, 9 (32%) a
partial response, and 7 (25%) no clinical response by week
4. By week 12, in patients who received 160/80 mg, a
complete clinical response was present in 37 patients
(30.6%), a partial response in 47 patients (38.8%), and no
clinical response in 37 patients (30.6%). In the 80/40 mg
group, 11 patients (39.3%) showed a complete response, 5
(17.9%) a partial response, and 12 (42.8%) no clinical
response by week 12 (Figure 1A).

The majority of patients had an elevated CRP level at
baseline (�3 mg/L, n � 130, 77.4%). The median CRP
level at baseline was 14.1 (3.9 –33.3) mg/L and decreased
to 4.2 (1.1–11.3) mg/L by week 4 (P � .0001) and to 4.4

™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™3
Figure 1. (A) Short-term outcome in 168 patients with CD treated with
adalimumab who previously failed to respond to infliximab therapy.
Fourteen patients received placebo as an induction scheme (weeks 0
and 2), 28 received 80/40 mg adalimumab, and 126 received 160/80
mg. Subsequently, all patients received adalimumab either 40 mg every
other week or 40 mg every week. No significant difference was ob-
served in clinical response between the 2 arms that received active drug
as induction scheme both at week 4 (*P � .57) and week 12 (**P � .23).
(B) Long-term outcome of adalimumab therapy. The initial cohort com-
prised 168 patients with CD. Twelve patients (7%) discontinued treat-
ment by week 4 mainly due to inefficacy. A total of 156 patients (93%)
entered the maintenance phase; from these patients, 60 (38.5%) dis-
continued adalimumab therapy (*) due to loss of response (26.3%),
adverse events (7.1%), and other reasons described in the text (5.1%).
Ninety-six patients (61.5%) demonstrated sustained clinical response
until the end of follow-up. aMedian follow-up period, 20.4 (11.7–30.0)
months. bMedian treatment duration if adalimumab stopped, 29.3 [8.7–
52.8] weeks. ADA, adalimumab; CR, clinical response; eow, every other
week; ew, every week; plc, placebo; pts, patients.

Table 1. Patients’ Baseline Characteristics (n � 168)

Female/male (%) 120/48 (71.4/28.6)
Main indication for adalimumab

treatment (%)
Luminal CD 160 (95.2)
Fistulizing CD 2 (1.2)
Arthritic manifestations 6 (3.6)

Median (IQR) age at diagnosis (y) 22.8 (17.7–29.8)
Median (IQR) age at initiation of

adalimumab therapy (y)
36.3 (27.3–47.1)

Median (IQR) disease duration before
initiation of adalimumab therapy (y)

10.5 (5.7–17.2)

Median (IQR) follow-up of adalimumab
treatment (mo)

20.3 (11.7–29.9)

Median (IQR) baseline CRP level
(mg/L, n � 159)

14.1 (3.9–33.3)

Location of disease (%)
Ileitis 37 (22)
Colitis 43 (26)
Ileocolitis 88 (52)
Upper gastrointestinal tract 7 (4.2)

Smokers (%) 69 (41)
Concomitant medication at initiation of

adalimumab therapy (%)
Corticosteroids 41 (24.4)
Azathioprine/6-mercaptopurine 41 (24.4)
Methotrexate 21 (12.5)

Indication for adalimumab treatment in
relation to infliximab failure (%)

Intolerance of infliximab 54 (32)
No response to infliximab 11 (6.5)
Loss of response to infliximab 97 (58)
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(1.3–18.9) mg/L by week 12 (P � .0001). Ninety-one of
121 patients (75.2%) showed a biologic response to ada-
limumab at week 4, and CRP decreased to normal values
in 39 patients (32.2%). At week 12, 64 of 94 patients
(68.1%) responded biologically, with 33 patients (35.1%)
showing a normalization of CRP level. Clinical and
biologic response correlated well at both time points
(P � .006).

Long-term Clinical Benefit and
Discontinuation of Adalimumab Treatment
Of the 168 patients included in this analysis, 12

(7%) discontinued adalimumab by week 4 due to primary
nonresponse (n � 10), adverse events (n � 1, intense
injection site reaction and acne), and a fatal event (n � 1,
cardiac arrest of unknown origin). Half of these patients
showing primary nonresponse underwent early bowel
resection, and the others were rescued with cortico-
steroids (Figure 1B).

A total of 156 patients (93%) continued adalimumab
after week 4, of whom 116 (74.4%) had at least a partial
clinical response. In 40 patients (25.6%), therapy was
continued beyond week 4, although response was con-
sidered unsatisfactory, in an effort to achieve a delayed
response. Thirty-two of these inadequate responders
(80%) received 40 mg adalimumab weekly after induction
and 20 of 32 (62.5%) responded. Of the 116 responders at
week 4, 70 (60.3%) needed dose escalation and 53 of 70
(75.7%) regained clinical response. In total, 102 patients
(65.4%) had a dose escalation, of whom 73 (71.6%) re-
sponded. Median time to dose escalation was 14.0 (10.7–
24.0) weeks. In particular, the probability of dose escala-
tion was approximately 15% at 30 weeks, 42% at 60 weeks,
and 80% at 120 weeks of adalimumab treatment (Figure
2A). No difference was observed in the rate of or time to
dose escalation between the patients who received 160/80
mg and those who received 80/40 mg.

At the end of follow-up, 96 of 156 patients (61.5%)
showed sustained clinical benefit to adalimumab therapy
(Figure 1B). The probability of a patient sustaining clin-
ical benefit was approximately 60% at 60 weeks, 50% at
120 weeks, and 38% at 180 weeks (Figure 2B). Sixty out of
156 patients (38.5%) discontinued adalimumab because
of loss of response (n � 41; 26.3%), adverse events (n �
11; 7.1%), or other reasons (n � 8; 5.1%) (Figure 1B). The
probability of a patient ceasing treatment was 40% at 60
weeks, 50% at 120 weeks, and 62% at 180 weeks (Figure
2B). Discontinuation of adalimumab treatment occurred
after a median of 29.4 (8.7–52.8) weeks.

At baseline, 62 patients (37%) were receiving concom-
itant immunomodulators. The latter was stopped in 29
patients (46.8%) after 10.6 (6.8 –18.2) months. Forty-one
patients (24.4%) received corticosteroids at baseline and
21 (51.2%) could definitively stop them after 3.0 (0.7–3.6)
months.

Relationship Between Trough Serum
Concentration and Antibodies Against
Adalimumab and Short-term Outcome
Adalimumab trough serum concentration and

antibodies against adalimumab were available in 130
patients (77.4% of the total cohort). Seventy-six percent
received 160/80 mg as an induction dose, 65% responded
on a short-term basis, 65% needed dose escalation, and
37% received immunomodulators at baseline. Median
trough serum concentration was 8.6 (6.5–10.8) �g/mL,
5.3 (2.8 –10.9) �g/mL, 7.9 (3.2–12.0) �g/mL, 7.8 (1.8 –
12.2) �g/mL, and 10.7 (6.1–18.1) �g/mL at weeks 2, 4, 12,
24, and 54, respectively. In comparison with patients who

Figure 2. (A) Sustained clinical benefit of adalimumab in the patients of
the maintenance group according to dose escalation. The curve repre-
sents the proportion of patients with sustained clinical benefit who did
not experience an escalation of dose during follow-up. At risk repre-
sents the patients who continued treatment demonstrating a sustained
clinical response at given time points, considering those with available
data on dose escalation as the initial cohort (n � 138). (B) Sustained
clinical benefit of adalimumab in the overall cohort. The curve repre-
sents the proportion of patients with a sustained clinical response dur-
ing follow-up. At risk represents the patients who continued treatment
demonstrating a sustained clinical response at given time points, con-
sidering as initial cohort the study population (n � 168).
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received 80/40 mg, those who received 160/80 mg as a
loading dose showed higher adalimumab trough serum
concentration at week 4 (P � .0001; Figure 3A) and a
higher rate of CRP normalization (OR, 3.9 [1.1–14.4];
P � .04) but also more frequent (OR for discontinuation,
0.3 [0.1– 0.7]; P � .004) and longer sustained clinical
benefit (31.8 [15.3– 41.9] vs 12.0 [4.0 –38.2] weeks; P �
.04), less frequent primary nonresponse (OR, 0.02 [0.003–
0.2]; P � .0001), and faster withdrawal of immunomodu-
lators (8.9 [3.7–12.0] vs 22.8 [10.0 –33.2] months; P �
.01). Patients in the 160/80 mg induction scheme devel-
oped numerically less frequently antibodies against ada-
limumab, but this was not statistically significant (5.7%
vs 17.9%; P � .05).

No relationship was found between adalimumab
trough serum concentration or antibodies against ada-
limumab and short-term clinical response, although pa-
tients who discontinued adalimumab by week 4 had
lower trough serum concentration compared to those
who continued throughout maintenance treatment (P �
.012; Figure 3B).

In our multivariate analysis, no predictors for short-
term clinical response were detected.

Relationship Between Trough Serum
Concentration and Antibodies Against
Adalimumab and Long-term Outcome
Patients who lost response received dose escala-

tion. Adalimumab trough serum concentration increased
after dose escalation from 4.8 (2.3– 8.9) to 9.4 (1.2–16.4)
�g/mL (P � .001), and this increase correlated well with
the clinical response to escalation (5.9 [1.9 – 8.3] for re-
sponders vs 0.0 [0.0 –1.7] �g/mL for nonresponders, P �
.0001, Figure 3C). The median trough serum concentra-
tion at the time of discontinuation in the 59 patients
(45.4%) who stopped therapy was 3.2 (0.3–11.7) �g/mL.
The patients who discontinued adalimumab by 6 months
of treatment demonstrated lower trough serum concen-
tration throughout this respective period of follow-up
compared to those who could continue therapy beyond

4™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™
Figure 3. Influence of induction schedule on (A) median (IQR) ada-
limumab trough serum concentration (for 160/80 mg: 11.6 [6.7–14.7]
vs 3.6 [2.3–5.2] �g/mL for 80/40 mg; P � .0001), (B) the relationship
between therapy discontinuation by week 4 and median adalimumab
trough serum concentration (for discontinuation: 2.5 [0.8–4.3] vs 5.9
[3.2–11.9] �g/mL for continuation; P � .012), and (C) the relationship
between increase of median adalimumab trough serum concentration
and clinical response to dose escalation (for responders: 5.9 [1.9–8.3]
vs 0.0 [0.0–1.7] �g/mL for nonresponders; P � .0001). Mann–Whitney
tests; the asterisk and small circle represent mild outliers; the upper and
lower whiskers indicate the distance from the end of the box to the
largest and smallest observed values that are less than 1.5 box lengths
from either end of the box; the top and bottom of the box indicate the
75th and 25th percentiles, respectively; and the band near the middle of
the box indicates the 50th percentile. ADA, adalimumab; CR, clinical
response; ew, every week; TR, trough serum concentration.
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24 weeks (Figure 4A–C). A similar difference was also
apparent between the patients who stopped adalimumab
by the end of follow-up and those who still had a sus-
tained clinical benefit by that time (Figure 4D–F). In 67
patients, adalimumab trough serum concentration was
available 4 weeks after initiation of therapy. From these
patients, those who developed antibodies against ada-
limumab by the end of follow-up (n � 9) demonstrated
a lower median adalimumab trough serum concentration
at week 4 than those who never developed measurable
antibodies against adalimumab (n � 58) (2.1 [0.8 – 4.1] vs
6.1 [3.2–11.5] �g/mL; P � .02; Figure 5). Patients who
displayed an adalimumab trough serum concentration
�0.33 �g/mL at least once (sensitivity, 95%; positive
predictive value, 81%) demonstrated significantly less sus-
tained clinical benefit than patients never showing such
low trough serum concentration (log-rank test; P � .01;
Figure 6A).

Twelve patients had a trough serum concentration
�0.094 �g/mL at least once. Eleven of them (91.6%)
discontinued adalimumab therapy and all 11 displayed
antibodies against adalimumab, while the discontinua-
tion rate in patients with trough serum concentration
persistently �0.094 �g/mL was 40.7% (OR, 16.0 [2.0 –
128.4]; P � .001). The patients with antibodies against
adalimumab had lower median trough serum concentra-
tion throughout the entire follow-up period (P � .0001;
Figure 5) independently of the time point that antibodies
against adalimumab were detected.

Concomitant immunomodulator therapy at baseline
did not affect treatment outcome (log-rank test; P � .45;
Figure 6B), did not influence adalimumab trough serum
concentration, and did not decrease the development of
antibodies against adalimumab. Only time to dose esca-
lation was longer in patients who were treated with
immunomodulators (17.0 [12.0 –27.5] vs 12.0 [8.0 –22.0]
weeks; P � .008). There was also no correlation between
sustained clinical benefit and concomitant corticosteroid
therapy at baseline (log-rank test; P � .2; Figure 6C). The
patients who had normalized CRP levels at both week 4
and week 12 discontinued adalimumab less frequently
(OR for week 4, 0.2 [0.1– 0.6]; P � .001) and showed
longer sustained clinical benefit (log-rank test for week 4,
P � .008; Figure 6D). The presence of an adverse event or
injection site reaction was not related to the presence of

antibodies against adalimumab. Clinical response was
not influenced by the reason that led to therapy discon-
tinuation. In the Cox regression analysis, no predictors
for sustained clinical benefit turned out to be significant.

Antibodies against adalimumab were detected at any
time in 12 patients (9.2%). The first positive sample was
detected after 22.5 (13.0 –39.5) weeks. In the majority
of the patients who developed antibodies against ada-
limumab (10 of 12), these were still present at the time of
therapy discontinuation. Finally, we revisited antibodies
to infliximab status in 121 of 130 patients (93.1%) for
whom antibodies against adalimumab and adalimumab
trough serum concentration were measured. Of these
121 patients, 8 were indeterminate for antibodies to in-
fliximab (due to circulating levels of infliximab at the
time of assessment). Therefore, 113 patients were ana-
lyzed. The presence of antibodies to infliximab before
initiation of adalimumab therapy was not associated
with a higher incidence of antibodies against adalimumab
(6 of 12 antibodies against adalimumab–positive patients
were also antibodies to infliximab positive and 6 of 12
were antibodies to infliximab negative), with discontinu-
ation of adalimumab therapy, or with the need for dose
escalation (data not shown).

Adalimumab Treatment and Fistula Closure
At baseline, 19 of 32 patients with perianal CD

lesions (59.4%) presented with actively draining fistulas.
In 12 of 19 patients (63.1%), improvement in fistula

4™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™
Figure 4. Comparison of median (IQR) adalimumab trough serum concentration at (A) week 4 (for discontinuation: 3.8 [1.1–6.9] vs 6.2 [3.5–11.9]
�g/mL for continuation; P � .04), (B) week 12 (for discontinuation: 1.6 [0.3–8.0] vs 8.9 [4.9–12.6] �g/mL for continuation; P � .016), and (C) week
24 (for discontinuation: 0.4 [0.1–8.4] vs 8.9 [4.4–14.2] �g/mL for continuation; P � .03) of the patients who discontinued therapy by month 6 and
those who continued treatment beyond that point and at (D) week 2 (for discontinuation: 6.5 [5.6–8.0] vs 10.4 [7.9–11.5] �g/mL for continuation;
P � .02), (E) week 12 (for discontinuation: 5.6 [1.1–8.9] vs 9.3 [5.2–12.9] �g/mL for continuation; P � .02), and (F) week 24 (for discontinuation: 5.3
[0.1–8.8] vs 9.9 [4.8–13.6] �g/mL for continuation; P � .04) of the patients who discontinued therapy and those who sustained clinical benefit by
the end of follow-up. Mann–Whitney tests; small circles represent mild or extreme outliers; the upper and lower whiskers indicate the distance from
the end of the box to the largest and smallest observed values that are less than 1.5 box lengths from either end of the box; the top and bottom of
the box indicate the 75th and 25th percentiles, respectively; and the band near the middle of the box indicates the 50th percentile. ADA, adalimumab;
TR, trough serum concentration.

Figure 5. Relationship between antibodies against adalimumab and
adalimumab trough serum concentration in different time points. AAA,
antibodies against adalimumab; ADA, adalimumab; TR, trough serum
concentration.
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drainage was observed with complete response in 52.6%
(mean [�SD] time to fistula closure, 16.2 � 11.7 weeks).
Three patients experienced a relapse after 38.0 � 47.1
weeks. One of these patients escalated to 40 mg every
week and responded. From the patients showing initial
response, 3 discontinued adalimumab therapy after 58.7 �
38.3 weeks. In total, 11 patients (58%) were still being
treated with adalimumab by the end of follow-up. One
patient who was treated for enterocutaneous fistulas did
not respond.

Short-term Clinical Response of
Extraintestinal Manifestations to
Adalimumab
Seventy-three patients (43.5%) presented with at

least one extraintestinal manifestation at baseline (81%
female patients). The majority (70 of 73 [96%]) had ar-
thritic manifestations (68 peripheral arthralgias, 5 anky-
losing spondylitis, and 1 sacroiliitis), 4 (5.5%) had ocular
manifestations (3 uveitis, 1 episcleritis), and 3 (4%) had
skin extraintestinal manifestations (1 erythema nodo-
sum, 1 pyoderma gangrenosum, and 1 Sweet syndrome).
At week 4, 23 patients (31.5%) showed a complete re-
sponse, 24 (33%) had a partial response, and 26 (35.5%)
had no clinical response. At week 12, 30 (41%) showed a

4™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™™
Figure 6. (A) Sustained clinical benefit stratified by adalimumab trough
serum concentration of 0.33 �g/mL (sensitivity, 95%; positive predic-
tive value, 81%). Filled diamonds and open triangles indicate patients
with adalimumab levels greater than and less than 0.33 �g/mL, respec-
tively, who discontinued treatment throughout follow-up. The curves
indicate the proportion of patients in each group with a sustained clinical
response during follow-up. Log-rank test was used to compare hazard
rates between the 2 groups. (B) Sustained clinical benefit stratified by
concomitant therapy with immunomodulators. Filled diamonds and
open triangles indicate patients without and with immunomodulator
therapy at baseline, respectively, who discontinued treatment through-
out follow-up. The curves indicate the proportion of patients in each
group with sustained clinical response during follow-up. Log-rank test
was used to compare hazard rates between the 2 groups. At risk
indicates patients who continued treatment in either group at given time
points while demonstrating sustained clinical response. (C) Sustained
clinical benefit stratified by concomitant use of corticosteroids. Filled
diamonds and open triangles indicate patients without and with corti-
costeroid therapy at baseline, respectively, who discontinued treatment
throughout follow-up. The curves indicate the proportion of patients
with a sustained clinical response during follow-up. Log-rank test was
used to compare hazard rates between the 2 groups. At risk indi-
cates patients who continued treatment in either group at given time
points while demonstrating a sustained clinical response. (D) Sustained
clinical benefit stratified by normalization of CRP levels by week 4 in
patients with an increased baseline CRP level. Filled diamonds and
open triangles indicate patients with and without CRP normalization,
respectively, who discontinued treatment throughout follow-up. The
curves indicate the proportion of patients with sustained clinical re-
sponse during follow-up. Log-rank test was used to compare hazard
rates between the 2 groups. At risk indicates patients who continued
treatment in either group at given time points while demonstrating a
sustained clinical response. ADA, adalimumab; CS, corticosteroids;
IMS; immunomodulator; TR, trough serum concentration.
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complete response, 15 (20.5%) had a partial response, and
28 (38.5%) had no clinical response. Clinical response did
not depend on the induction scheme (160/80 mg or
80/40 mg) used but correlated well with the clinical
response to luminal CD at both week 4 and week 12 (OR
for week 4, 12.5 [3.7– 42.3]; P � .0001). From the patients
showing an initial response, 36% discontinued adalimumab
after a median of 41.7 (29.0 –92.0) weeks mainly due to
loss of response.

Safety
A total of 22 SAEs occurred in 20 patients (12%)

during follow-up of adalimumab treatment (Table 2).
Before the initiation of adalimumab therapy, these pa-
tients had been treated with a median of 9.0 (4.5–25.0)
infusions of infliximab for 25.0 (12.0 –57.0) months. The
2 fatal events were considered unrelated to adalimumab
therapy. Seven of these 20 patients were being treated
with concomitant immunomodulators while SAEs oc-
curred. No difference was detected regarding rate and
kind of SAEs between the patients who were and were not
being treated with immunomodulators. Thirty-two pa-
tients (19%) experienced an injection site reaction. All
events occurred while patients were being treated with
adalimumab. No cases of opportunistic infections, demy-
elinating disease, or congestive heart failure occurred.

The adverse events that led to therapy discontinuation
were intense injection site reaction (n � 1), delayed hy-

persensitivity reaction (n � 1), excessive fatigue, nausea,
productive cough, pruritus, urticaria, emerged extensive
psoriasis and lupus-like syndrome, or SAEs including
diagnosis of various tumors (n � 5; Table 2). Other
causes for discontinuation were pregnancy in 2 patients,
operated inactive stricturing CD in 2, definite inadequate
response in 3 (discontinued therapy between week 4 and
week 12 from baseline), and self-cessation of treatment
while in remission in 1.

Discussion
Adalimumab, a recombinant fully human immu-

noglobulin G1 monoclonal antibody, was introduced for
the treatment of patients with moderate to severe CD
who were either naive to infliximab therapy or who pre-
viously failed to respond to infliximab therapy.14 –17 The
GAIN study showed efficacy in patients who had already
been treated with infliximab, although adalimumab
seemed less efficacious in these patients than in patients
who had never been treated with infliximab.17 Open-label
studies reported a short-term clinical response up to 67%
and a discontinuation rate between 25% and 30%. These
studies either did not exceed 1 year or comprised small size
cohorts. Also, only limited results were presented and not all
patients treated were followed up on a long-term basis.22–25

Although human antibodies like adalimumab are consid-
ered less immunogenic, the CLASSIC II study described

Table 2. SAEs

Gender/age
(y)

Duration of adalimumab
treatment until

event (wk)

No. of infliximab
infusions (treatment

duration, mo) Immunomodulators
Event

category Event

M/44 2 11 (18) Null Fatal Death (cardiac arrest of unknown origin)
F/64a 166 1 (0) Azathioprine Fatal Death (lung cancer-chemotherapy-sepsis)
M/30 33 23 (69) Null Malignancy Intraperitoneal B large cell lymphoma
F/41 69 14 (19) Methotrexate Malignancy Ductal breast cancer in situ (cT2N2M0)
M/55 6 30 (57) Null Malignancy Clear cell renal carcinoma (pT1bN0M0)
F/43 178 6 (11) Null Malignancy Papillary renal cell

carcinoma (pT1aN0M0)
F/49b 91 45 (47) Null Malignancy Basal cell carcinoma
F/51b 178 45 (47) Null Malignancy Basal cell carcinoma
F/54 76 4 (25) Null Benign tumor Meningioma (grade I)
F/62a 92 1 (0) Azathioprine Benign tumor Bowen skin tumor
F/29 3 Unknown Null Infectious Campylobacter enteritis/Pseudomonas

cystitis
F/44 21 27 (47) Azathioprine Infectious Pneumonia
F/49 18 8 (25) 6-Mercaptopurine Infectious Fever of unknown origin
F/24 31 6 (8) Null Infectious Esophageal moniliasis
F/27 55 37 (66) Null Infectious Streptococcal pneumonia
F/51 58 11 (59) Methotrexate Infectious Upper respiratory tract infection
F/22 25 41 (69) Azathioprine Infectious Pleuritis
M/42 6 4 (4) Null Infectious Multifocal pneumonia
F/56 20 1 (0) Null Infectious Pneumonia
F/38 144 9 (13) Null Various Elective abortion (week 12; trisomy 18)
F/34 29 4 (57) Null Various Empty amniotic sac pregnancy
F/47 88 5 (21) Null Various Suicide attempt

aSame patient.
bSame patient.
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2%–4% of antibodies against adalimumab,16 but their influ-
ence on clinical outcome has not yet been studied.

The present study assessed the long-term efficacy and
safety of treatment with adalimumab in a large cohort of
patients with CD who failed to respond to infliximab
therapy and evaluated the influence of adalimumab
trough serum concentration and antibodies against
adalimumab on clinical response and discontinuation
rate. Overall, sustained clinical benefit (defined as having
symptom control and ongoing adalimumab maintenance
therapy at the end of follow-up) was observed in 61.5%
during a median follow-up of 20 months (50% at 120
weeks and 38% at 180 weeks). Escalation to 40 mg every
week was needed in 65.4% of patients. Antibodies against
adalimumab were detected in 9.2%. Adalimumab trough
serum concentration was lower throughout the entire
follow-up period in patients who discontinued therapy
and was affected by the presence of antibodies against
adalimumab. SAEs occurred in 12% of patients.

Sustained clinical benefit was satisfactory not only
during 1 year as in the published studies15,16,22,23 but also
during a median follow-up of 20 months, especially tak-
ing into account the disease characteristics of our pa-
tients. Almost two thirds of the initial responders to
adalimumab in our cohort (61.5%) maintained benefit
until the end of their follow-up. However, 50% of the
patients followed up for 120 weeks or more lost clinical
benefit and 80% needed dose escalation. The efficacy of
adalimumab therapy was similar for luminal and fistu-
lizing CD and also for the extraintestinal manifestations.
A corticosteroid-sparing effect was seen in 51% of our
patients. Baseline characteristics such as concomitant
immunomodulator therapy, location or duration of the
disease, and prior reason for stopping infliximab treat-
ment did not influence outcome. The major limitation of
a cohort study including patients treated in clinical prac-
tice is the absence of response criteria based on clinical
scores such as Crohn’s Disease Activity Index. However,
patients with ongoing symptoms despite dose escalation
were discontinued from further adalimumab therapy,
and therefore discontinuation of adalimumab probably
most accurately reflects complete loss of response to
adalimumab in this study.

Two thirds of the patients entering maintenance ther-
apy escalated to 40 mg every week. The probability of a
patient escalating the dose was comparable with what
is described in the placebo-controlled trials (27% in
CHARM,15 46% in CLASSIC II16) for the first year of
follow-up but increased significantly during the second
year, probably because all our patients had previously
failed to respond to infliximab. The clinical response to
dose escalation was, however, very good (71.6%).

The short-term clinical response rate was higher than
that described in placebo-controlled studies (58% in
CHARM,15 30% in CLASSIC,14,16 and 38% in GAIN17),
probably due to differences in definitions used for clini-

cal response (physician’s evaluation versus use of the
Crohn’s Disease Activity Index). In the present study, we
investigated specifically the relationship between ada-
limumab trough serum concentration and treatment
outcome and between the formation of antibodies
against adalimumab and trough serum concentration.
Early discontinuation of therapy correlated with lower
adalimumab trough serum concentration. The use of
160/80 mg as an induction scheme was superior in terms
of discontinuation rate and time compared with 80/40
mg, and this correlated with higher trough serum con-
centration. In 25.6% of our patients entering the main-
tenance phase, clinical response had been unsatisfactory
by week 4, but these patients did respond by week 12. In
this cohort study, we did not intend to analyze optimal
adalimumab induction regimens in patients previously
failing to respond to infliximab, but our data do indicate
that early dose escalation to 40 mg every week in patients
with absence of response at week 4 is a strategy that
recruits a significant number of late responders.

Long-term treatment discontinuation of adalimumab
was related to lower trough serum concentration, al-
though there was no direct relationship between short-
term efficacy and trough serum concentration. We ob-
served that in patients who had a trough serum
concentration �0.33 �g/mL at least once, sustained clin-
ical benefit was significantly decreased; however, given
the limited size of this specific population (16 patients),
these data should be interpreted with caution. In this
study, the rate of antibodies against adalimumab posi-
tivity was higher than what has been described in previ-
ous adalimumab studies.16 These discrepancies probably
reflect differences in the study populations, the assays
used for the measurements, and of course the different
dose regimens.

The patients who developed antibodies against ada-
limumab in our cohort had more frequently low trough
serum concentration. Interestingly, in 92% of the pa-
tients with a trough serum concentration measured be-
low the threshold for detection of antibodies against
adalimumab (0.094 �g/mL) at least once, antibodies
against adalimumab were detected, showing that anti-
bodies against adalimumab led to more rapid elimina-
tion of adalimumab (low trough serum concentration)
and to treatment discontinuation. In the majority of
patients who lost clinical benefit, adalimumab trough
serum concentration was still above the limit of detection
of our assay at the time of the last assessment. Therefore,
these patients were indeterminate for antibodies against
adalimumab and we were unable to ascertain the associ-
ation between antibodies against adalimumab and loss of
clinical benefit. In our study, concomitant immuno-
modulator therapy did not influence treatment outcome.

The proportion of patients who had to discontinue
treatment because of injection site reactions was very low,
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and this is most likely due to the “human” nature of
adalimumab and the administration route. The presence
of concomitant immunomodulators but also of antibod-
ies against adalimumab did not influence these events.
Although injection site reactions occurred in one fifth of
our patients, only 2 patients discontinued adalimumab
treatment. In previous studies reporting long-term fol-
low-up in patients treated at a single center with inflix-
imab, the rate of SAEs ranged from 8.6% to 18.9%, de-
pending on the definitions used for SAEs.26 –28 The
rate reported here falls within this range, although all
patients had already been exposed for a long time to
infliximab.

In conclusion, this long-term observational study
showed that up to 70% of patients with CD who present
with secondary failure to infliximab demonstrate a re-
sponse to adalimumab, with 61.5% maintaining clinical
benefit during a median follow-up of almost 2 years. Low
trough serum concentration of adalimumab is associated
with increased early and late discontinuation rates, al-
though there is no direct relationship between trough
serum concentration and short-term efficacy of treat-
ment. The added value of tailoring adalimumab mainte-
nance therapy in individual patients based on adalimumab
trough serum concentration should be studied in a pro-
spective controlled trial. The great majority of patients
with undetectable trough serum concentration also dis-
play antibodies against adalimumab. These antibodies
were detected in 9.2% of our patients. Concomitant im-
munomodulator therapy at baseline did not affect treat-
ment outcome, did not influence adalimumab trough
serum concentration, did not decrease the development
of antibodies against adalimumab, and had no negative
impact on SAEs. Hence, we believe that adalimumab can
be used as monotherapy, which would increase the safety
of this treatment.
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ORIGINAL ARTICLE

Infliximab Pharmacokinetics in Inflammatory Bowel
Disease Patients

David Ternant, PharmD, PhD,*†‡ Alexandre Aubourg, MD,*†§ Charlotte Magdelaine-

Beuzelin, PharmD,*†k Danielle Degenne, PharmD,*†k Hervé Watier, MD, PhD,*†k

Laurence Picon, MD,§ and Gilles Paintaud, MD, PhD*†‡

Abstract: Infliximab, a chimeric monoclonal antibody, has pro-

foundly modified the treatment of several inflammatory diseases, but

no satisfactory description of its pharmacokinetics is available. The

objective of this study is to describe the pharmacokinetics of infliximab

and to explore the sources of its interindividual variability. Thirty-three

chronic inflammatory bowel disease patients were studied. Infliximab

serum concentrations, obtained during therapeutic drug monitoring,

were analyzed using a population approach. Influence of sex, weight,

age, concomitant immunosuppressive treatment, and development of

antibodies toward infliximab (ATI) on pharmacokinetic parameters was

investigated. A two-compartment model with first-order distribution

and elimination constants allowed a satisfactory description of

infliximab serum concentrations. Mean population distribution and

elimination half-lives were 4.3 and 18.5 days, respectively. Weight and

sex were found to significantly influence volume of distribution of the

central compartment, which increased with weight and was higher in

men. Clearance was 2.7 times higher, and elimination half-life was

34% lower in the presence of ATI. In two patients, an increase in

infliximab dose or a decrease in dosing interval lead to a decrease in

infliximab clearance toward its value in patients without ATI.

Infliximab pharmacokinetics are similar to those of other

monoclonal antibodies, notably with an elimination half-life of

approximately 3 weeks. Both body weight and sex were found to

influence infliximab pharmacokinetics, and its clearance increased

thrice in the presence of ATI.

Key Words: Infliximab, monoclonal antibodies, therapeutic drug

monitoring, pharmacokinetics, inflammatory bowel diseases

(Ther Drug Monit 2008;30:523–529)

INTRODUCTION
Infliximab is a chimeric human-mouse monoclonal

immunoglobulin (Ig)G1 antibody directed against tumor
necrosis factor (TNF)-a, which has profoundly modified the
treatment of chronic inflammatory diseases. It is now approved

for the treatment of rheumatoid arthritis (RA), Crohn’s disease
(CD), ankylosing spondylitis (AS), and psoriasis. Current
knowledge on clinical pharmacokinetics of infliximab has been
reviewed by Klotz et al.1 The apparent volume of distribution of
infliximab is low (3–6 L) and corresponds to the intravascular
space. The long persistence of infliximab in this compartment,
with a reported elimination half-life of approximately 7 to 12
days, is explained by a low systemic clearance of approximately
11 to 15 mL/hr.1 The mechanisms by which the IgGs such as
infliximab are cleared from intravascular space are not fully
understood. Similar to all circulating proteins, IgGs are endocyted
by vascular endothelial cells and directed to lysosomal degrada-
tion. The low clearance of IgGs is caused by the Brambell
receptor (FcRn), which protects them from catabolism and
transports them back into the circulation.2

The administration of infliximab leads to highly variable
concentrations among patients. This variability is relevant
because infliximab concentrations influence the clinical
response of RA,3–5 CD,6,7 AS,8 and psoriatic9 patients. Part
of this variability is explained by the development, in some
patients, of antibodies directed toward infliximab (ATI). These
induced antibodies are more frequent when infliximab is not
administered regularly (ie, ‘‘on demand’’), or when no
concomitant immunosuppressive treatment is associated.4,6

These antibodies lead to infusion reactions, lower infliximab
trough concentrations, and shortening of the duration of
effect,5,6,10 but the quantitative impact of the presence of ATI
on infliximab pharmacokinetics has never been assessed.

Although infliximab serum concentrations were reported in
RA,3–5,11 CD,7,12,13 AS,8 and psoriatic9 patients, no formal com-
partmental pharmacokinetic study has been published. A precise
description of infliximab pharmacokinetics and of its variability
is, however, a prerequisite to individual dose adjustment. In
addition, when infliximab has to be interrupted because of pre-
gnancy or surgery,14 the timing of infliximab discontinuation is
only based on the limited information available on its phar-
macokinetics. The objective of this study is to describe the
pharmacokinetics of infliximab and its interindividual variability
in patients treated for inflammatory bowel disease (IBD).

METHODS

Patient Population
As part of routine monitoring of patients treated for CD

or ulcerative colitis (UC), blood samples were collected to
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measure infliximab serum concentrations and to detect the
presence of ATI. Infliximab concentrations were measured
both in predose serum samples and in samples collected
2 hours after the end of the infusion to estimate individual
half-lives. This parameter was used to estimate infliximab
concentrations 4 and 8 weeks after infusion to allow com-
parisons with the literature.4,6,12 Individual results were sent to
the prescriber within the framework of a routine therapeutic
drug monitoring service and were discussed during clinico-
biological rounds. The samples were not drawn specifically for
this study, which was performed retrospectively. Clinical
evaluation of CD patients included the CD activity index
(CDAI), and the biological response was assessed using
C-reactive protein.

In 33 patients with IBD, the number of blood samples
available over time was compatible with a meaningful
pharmacokinetic analysis. Patients received 5 mg/kg of
infliximab as 2 hour intravenous infusions at weeks 0, 2, 4,
and 8 and every 8 weeks thereafter. If, during the maintenance
phase, clinical efficacy was considered insufficient (i.e.,
CDAI .150), the dosing regimen was adjusted by decreasing
the dosing interval (e.g., from 8 to 7 wk) or by increasing the
dose (e.g., from 5 to 6 mg/kg) with a maximum of 10 mg/kg.
For patient 28, infliximab was administered ‘‘on demand’’ on
average every 16 weeks. Most patients received concomitant
immunosuppressive treatment (Table 1).

Infliximab and ATI Assays
Infliximab serum concentrations were measured using

an enzyme-linked immunosorbent assay as previously de-
scribed.13 The limit of detection was 0.014 mg/L, and the

lower limit of quantification was 0.04 mg/L. Serum concen-
trations of ATI were analyzed using a double-antigen enzyme-
linked immunosorbent assay based on their capture by
infliximab-coated micro plates and their detection by
peroxidase-coupled infliximab. Because of the interference
of circulating infliximab, ATI are not detected if infliximab
concentrations are too high. In our population, the highest
infliximab concentration that was still compatible with the
detection of ATI was 0.93 mg/L. Therefore, ATI results were
considered to be nonconclusive if infliximab concentration
was greater than 0.93 mg/L. A patient was considered ATI+
if ATIs were detected on at least one of his/her visits.

Pharmacokinetic Data Analysis
Infliximab serum concentrations were analyzed by

a population pharmacokinetic approach, using the nonlinear
mixed effect modeling program Winnonmix professional 4.1
(Pharsight corporation, Mountain View, NC). A conditional
first-order method and quasi-Newton optimization method
were used. Models were compared by visual inspection of
plots of observed and predicted concentrations versus time, of
plots of residuals versus predicted concentration and versus
time, and by analysis of coefficients of variation of parameter
estimates, interindividual coefficients of variation of estimated
parameters, value of the objective function (-2*ln-likelihood),
and Akaike’s information criteria (AIC). The model with the
lowest objective function (assessed by a x2 test) and with the
lower AIC was selected.

One, two, and three mammillary compartment models
with first-order elimination and distribution constants and
zero-order input (constant rate infusion) were tested. The in-
terindividual variability of the pharmacokinetic parameters
was described as

ui ¼ f u;hið Þ;
where ui is the estimated individual parameter of the ith patient,
u is the typical value of the parameter in the population, and hi

is the random effect (i.e., the difference between ui and u).
Additive, proportional, and exponential models were tested.
The final model was chosen to obtain normally distributed hs
with mean 0 and variance v2. Covariance matrix of the hs was
assumed to be diagonal. The error (residual) model was

Cobs;ij ¼ g Cpred;ij; eij
� �

;

where Cobs,ij is observed infliximab concentration of the ith

patient at time j, Cpred,ij is the concentration predicted by the
combined structural and interindividual models, and eij is the
residual. Additive, proportional, exponential, and mixture
models (i.e., combining additive and proportional error com-
ponents) were tested. The final error model was chosen so that
es were normally distributed with mean 0 and variance s2.

Age, weight, sex, disease, concomitant immunosup-
pressive treatment, and ATI status were tested as covariates.
The continuous covariates weight (WT) and age (AG) were
centered on their median. The dichotomous covariates sex
(SX), disease (DIS), and presence of ATI (ATI) were coded
0 or 1. The presence of ATI was a time-varying covariate: it
was coded as ATI = 1 when ATIs were detected and ATI = 0
otherwise. The influence of concomitant immunosuppressive

TABLE 1. Summary of Patients Characteristics

Patients No.
Median
(Range)

Patients 33

Trough concentrations 478

Inflammatory bowel disease

Crohn’s disease 30

Ulcerative colitis 3

Treatment phase

Beginning 18

Steady-state 15

Demographic characteristics

Age (yr) 33 (19 – 53)

Weight (kg) 67 (44 – 110)

Sex (women/men) 18/15

ATI status ATI detected at least once 5

Concomitant immunosuppressive treatment

Azathioprine or
6-mercaptopurine

25

Methotrexate 4

Azathioprine then
methotrexate

1

Tacrolimus 1

none 2

ATI, antibodies toward infliximab.
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treatment was tested by two approaches: 1) each immuno-
suppressive agent was tested as a covariate when it was
administered to at least four patients (this was the case for
azathioprine, methotrexate, and 6-mercaptopurine), and 2)
concomitant immunosuppressive treatment was coded as a
dichotomous variable, with TRT = 0 for no treatment and
TRT = 1 otherwise.

The influence of individual covariates was assessed by
adding them one by one to the base model in a forward,
stepwise manner until no further reduction in the objective
function was obtained. Then, a backward elimination step was
performed to confirm the significant influence of each
covariate.

Statistical Analysis
Proportions of ATI+ and ATI– patients who had an

alteration of infliximab treatment were compared with Fisher’s
exact test.

RESULTS

Patients
A total of 478 infliximab trough and peak concentrations

were available in 33 patients (Table 1). Thirty patients had CD,
and three had UC. Thirty-one patients received concomitant
immunosuppressive treatment (Table 1). Eighteen patients
were monitored at the beginning of their infliximab treatment,
whereas 15 patients were monitored at a later phase of their
treatment and were assumed to be at steady-state. For these
patients, the median interval between the beginning of
infliximab treatment and the first concentration measurement
was 13 (range, 5–19) months. ATIs were detected at least once
in five patients (Table 2).

In all but one patient (#12), the first detection of ATI
followed the reintroduction of infliximab after a discontinua-
tion. Except for patient 4, who was intolerant to all immu-
nosuppressive agents tested, all ATI+ patients were receiving
an immunosuppressive treatment at the time of ATI detection.
The detection of ATI was concomitant with a decrease in
clinical response, except for patient 26.

Infliximab treatment was altered in 13 of the 33 patients
because of a CDAI greater than 150 (Table 3). The treatment
was altered in 9 of 28 ATI– patients and in 4 of 5 ATI+
patients. The treatment was altered more often in ATI+ than in
ATI– patients (P = 0.026). In 4 of these 13 patients, infliximab
concentrations were not available both before and after
treatment alteration: 2 were switched to adalimumab, and 2

had a shortening of their infusion interval before this concen-
tration monitoring period. In the remaining nine patients, mean
trough concentrations measured before treatment alteration
were 2.1 mg/L and 0.23 mg/L in ATI– and ATI+ patients,
respectively. After the alteration, mean trough concentrations
were 7.6 mg/L and 4.2 mg/L in ATI– and ATI+ patients,
respectively.

In the three ATI+ patients whose infliximab regimen was
altered, ATI became undetectable. In another ATI+ patient
(patient 26), ATI became undetectable over time, although he
had no therapeutic modification because of sustained response
to infliximab.

Pharmacokinetic Modeling
The data were best described using a two-compartment

pharmacokinetic model. The objective function was lower for
this model than for a one-compartment model (-2*ln-likeli-
hood = 3071 vs. 3236, P, 0.0001) and not different from that
of the three-compartment model (3076, NS). AIC of the two-
compartment model (3083) was lower than both those of the
one-compartment (3244) and the three-compartment (3100)
models. The interindividual variability was described by an
exponential model, and the error was described by a mixture
model. Both weight and sex were found to have a significant
influence on central volume of distribution (VC). The presence
of ATI had a significant influence on systemic clearance (CLC)
(Table 4). None of the patient characteristics was found
to influence distribution parameters (VP and CLP). The
backward elimination procedure confirmed the significant
influence of weight, sex, and ATI presence on infliximab
pharmacokinetics.

In the final model, VC was described as

VC ¼ VC;man � SXþ VC;woman � 1�SXð ÞþVC;WT �
WT

med WTð Þ ;

where SX = 0 for women and 1 for men, VC,man and VC,woman

are baseline VC of men and women, respectively, VC,WT is
the component of VC for a median weighted patient, and
med(WT) is median weight of the population. Clearance of the
central compartment (CLC) was described as

CLC ¼ CLC;ATIþ � ATIð Þ þ CLC;ATI� � 1� ATIð Þ;
where CLC,ATI+ and CLC,ATI – are typical values of CLC in the
presence and absence of ATI, respectively.

The final pharmacokinetic model described the data
without bias (Fig. 1). Systemic clearance of patients with ATI
was 2.7 times higher than that of patients without ATI (Table
5). As a consequence, distribution and elimination half-lives
were almost halved (Table 6).

Figure 2 displays observed and model-predicted inflixi-
mab concentrations in three patients: a patient who did not
develop ATI (patient 7, Fig. 2A) and two patients who devel-
oped ATI (patients 12 and 13, Fig. 2, B and C, respectively). In
patient 12, ATIs were detected at the beginning of the follow-
up, and his estimated CLC was 0.043 L/hr. The interval
between his 5 mg/kg infusions was shortened from 8 to
7 weeks. After this alteration, trough concentrations
re-increased. After the eighth infliximab infusion, ATIs were
no longer detectable, and the estimated CLC was 0.015 L/hr,

TABLE 2. Time of Antibodies Toward Infliximab (ATI)
Detection in Samples

ATI + Patient Total No. of Samples ATI + Samples

4 4 2nd to 4th

12 11 1st to 4th

13 11 1st to 3rd

26 11 1st

32 10 1st and 2nd
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a value close to the mean value estimated in the absence of ATI
(Fig. 2B). In patient 13, ATI were detected at the beginning of
the follow-up, at which time estimated CLC was 0.023 L/hr.
The dose was increased to 7 mg/kg, and this was followed by
an increase in trough infliximab concentrations. After the
fourth infusion, ATIs were no longer detected, and the esti-
mated CLC was 0.0083 L/hr, again a value close to the mean
value estimated in the absence of ATI (Fig. 2C).

DISCUSSION
This study was based on data collected during routine

monitoring of infliximab in IBD patients in which individual
infliximab pharmacokinetics was estimated to assess patient
exposure. However, the treatment alterations described in this

study were based on clinical response and not on infliximab
concentrations. We used these data retrospectively to analyze
infliximab pharmacokinetics.

Previous studies describing infliximab pharmacokinetics
used a one-compartment model.4,12,13 However, because of its
human Fc portion, the basic behavior of infliximab should not
be different from that of other therapeutic monoclonal
antibodies.2 A two-compartment model was indeed used to
describe the pharmacokinetics of another chimeric antibody,
rituximab,15,16 of a humanized antibody, sibrotuzumab,17 and
of a fully human antibody, golimumab.18 In the present study,
a two-compartment model allowed a satisfactory description
of infliximab pharmacokinetics. For a median subject, the
estimated VC was 2.7 L, which is similar to plasma volume and
to the values reported for infliximab using a one-compartment

TABLE 3. Description of Dose Alteration

Patient Dose Alteration

Mean Infliximab Trough Concentration (mg/L)

ATI StatusBefore Adjustment After Adjustment

1 5 mg/kg every 7 weeks Before concentration monitoring –

3 5 mg/kg every 6 weeks 1.7 4.4 –

4 Switch to adalimumab +

10 10 mg/kg every 6 weeks 3.3 18.0 –

12 5 mg/kg every 7 weeks 0.089 1.5 +

13 6 mg/kg every 8 weeks 0.014 7.8 +

14 5 mg/kg every 7 weeks Before concentration monitoring –

19 Switch to adalimumab –

22 5 mg/kg every 6 weeks 1.8 2.8 –

25 5 mg/kg every 6 weeks 2.1 7.3 –

27 5 mg/kg every 7 weeks 2.1 2.9 –

31 5 mg/kg every 6 weeks 5.5 7.0 –

32 6 mg/kg every 8 weeks 0.59 3.3 +

Median (25th–75th percentiles)

ATI– 2.1 (1.9–3.0) 5.7 (3.3–7.2)

ATI+ 0.09 (0.05–0.4) 3.3 (2.4–5.6)

Overall patients 1.8 (0.6–2.1) 4.4 (2.9–7.3)

All concentrations taken into account were at steady-state.
ATI, antibodies toward infliximab.

TABLE 4. Covariate Model Development

No. of Covariates Deleted Model –2 (ln-likelihood) –2 (Dln-likelihood)* P Value Limit x2 Value

Full WT, SX on Vc; ATI on CLc 3014.81 0

1 WT, SX on Vc 3038.49 23.68 ,0.01† 6.64

1 WT on Vc, ATI on CLc 3031.05 16.25 ,0.01† 6.64

1 SX on Vc, ATI on CLc 3029.15 14.34 ,0.01† 6.64

2 WT on Vc 3050.05 35.24 ,0.01† 9.21

2 SX on Vc 3048.51 33.70 ,0.01† 9.21

2 ATI on CLc 3042.36 27.55 ,0.01† 9.21

3 no covariate 3071.10 56.30 ,0.01† 11.35

*Changes in ln-likelihood caused by deletion of individual covariates from full population model.
†Significant; x2n, 0.01, with n = number of degrees of freedom, e.g. number of covariate parameters deleted.
WT, personal weight (kg); SX, sex; ATI, presence of antibodies toward infliximab; Vc and Vp, central and peripheral volumes of distribution; CLc and

CLp, systemic and distribution clearances.
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model.4,12,13 However, we estimated a mean elimination T½ of
19 days, which is twice the value reported in these studies
(approximately 10 days). Pharmacokinetic studies of mono-
clonal antibodies using one-compartment4,13,19 or two-com-
partment15–18,20 models provided similar estimation for
parameters of the central compartment (VC and CLC being
estimated at approximately 3 L and 0.01 L/hr, respectively) but
different estimations of elimination half-life. An elimination
half-life of approximately 21 days is consistent with that of
endogenous IgG.21 Therefore, a one-compartment model may
provide a relevant estimation of central volume of distribution
and systemic clearance but leads to a wrong estimation of
elimination half-life and therefore of infliximab area under the
curve.

In our study, both sex and weight were found to
significantly influence VC: this parameter was higher in men
than in women and increased with body weight. An influence
of weight on VC was reported for other monoclonal antibodies
such as golimumab18 and sibrotuzumab.17 Because VC is
similar to plasma volume and this volume increases with body
weight, the influence of body weight on VC was expected.
Because of the influence of sex on weight, these covariates

were tested separately in forward and backward elimination
steps (Table 3). Our results suggest separate influences of
weight and sex on VC. The influence of sex on VC may occur
because, for a given body weight, plasma volume is lower in
women than in men. We observed no significant influence of
concomitant immunosuppressive treatment on infliximab
pharmacokinetics, although Maini et al.11 reported lower
concentrations in patients cotreated by methotrexate. This may
be explained by the fact that only two patients were not
cotreated by an immunosuppressive agent. Also, the small
number of UC patients in our population probably precluded
the detection of a possible difference in pharmacokinetics
between CD and UC patients.

Previous studies reported lower infliximab trough
concentrations in the presence of ATI,5,6 but their quantitative
influence on infliximab pharmacokinetic was not assessed.
Although cotreatment with immunosuppressive agents was
previously reported to decrease the risk of developing ATI,6

four of the five patients of our study who developed ATI were
cotreated. We observed an increase in infliximab clearance in
the presence of ATI, its value being almost three time higher
and elimination half-life twice shorter than in the absence of
ATI. Our assay was unable to detect ATI in the presence of
significant concentrations of infliximab, a problem encoun-
tered by other authors,5,6,22 In this study, the highest infliximab
trough concentration for which ATI were detected was 0.93
mg/L. However, the lack of detection of ATI in the presence of
‘‘too high’’ concentrations of infliximab may correspond to
their neutralization by the therapeutic antibody and therefore
to low serum concentrations of active (i.e., unbound) ATIs.

FIGURE 1. Individual model-pre-
dicted versus observed concentra-
tions (A) and weighted residuals
versus individual model-predicted
concentrations (B).

TABLE 5. Estimated Infliximab Population Pharmacokinetic
Parameters Using Two-Compartment Model With Influence
of Sex and Weight on Central Volume of Distribution and
Influence of Antibodies Toward Infliximab (ATI) on
Systemic Clearance

Parameter
(units)

Population
Mean

Precision of
Estimation
(SE, CV%)*

Interindividual
Variability
(CV%)

Vc, men (L) 2.3 18.1 14.1

Vc, women (L) 1.1 31.4 11.3

Vc, weight (L) 1.7 19.6 19.2

CLc, ATI– (L/h) 0.012 7.9 22.5

CLc, ATI+ (L/h) 0.032 10.9 27.4

Vp (L/h) 1.9 22.6 15.0

CLp (L/h) 0.0054 34.5 10.0

s2 (mg/L) 1.04 12.0

*Coefficient of variation (CV) percentage, standard error of estimate/mean 3 100.
Vc and Vp, central and peripheral volumes of distribution; CLc and CLp, systemic

and distribution clearances.

TABLE 6. Distribution and Elimination Half-Lives for
Medium-Weighted Patient According to Sex and Presence of
Antibodies Toward Infliximab (ATI)

Half-Lives

ATI – ATI+

Men Women Men Women

T½-a (days) 5.1 4.0 2.8 2.1

T½-b (days) 19.7 18.0 12.5 12.3

T½-a and T½-b, distribution and elimination half-lives, respectively.
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Because they had an unsatisfactory clinical response, the
dose of patients 12, 13, and 32 was increased. This was
followed by an increase in their infliximab concentrations and
ATI becoming undetectable (Fig. 2, B and C). The change in
infliximab pharmacokinetics, with an apparent decrease in its
clearance, may be explained by two phenomena: 1) a decrease
in ATI production, which is unlikely to occur over such a short
period of time, and 2) a neutralization of free ATI by an excess
of infliximab concentrations. These results suggest that an
increase in infliximab dose may lead to ATI neutralization and

may lead to recovery of normal infliximab exposure. Similar
results were reported for adalimumab.23 However, these
observations are not sufficient to recommend an increase in
infliximab dose in ATI+ patients because their number, in the
present study, is too small.

Therapeutic drug monitoring of infliximab may be use-
ful because there is an interindividual variability of infliximab
pharmacokinetics associated with an increase in clinical
response with infliximab trough concentrations, as shown in
RA,3–5 CD,6,7 AS,8 and psoriatic9 patients. Maser et al.7

FIGURE 2. Pharmacokinetic profiles
for patients 7 (A), 12 (B), and 13 (C).
Observed (�) and model-predicted
(solid lines) infliximab concentra-
tions.
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observed a relationship between infliximab concentrations and
clinical outcomes when studying a population of CD patients
as a whole. Furuya et al.,24 using simulations, developed
a pharmacokinetic-pharmacodynamic model relating inflix-
imab, TNF-a, and infliximab–TNF-a complex concentrations
to clinical response. Therefore, no formal pharmacokinetic-
pharmacodynamic modeling of infliximab has been published
yet. The compartmental modeling of infliximab pharmacoki-
netics reported in the present study may therefore serve as
a basis for the design of future studies of the concentration-
effect relationship of this therapeutic monoclonal antibody,
a necessary step before therapeutic drug monitoring can be
recommended.

CONCLUSION
This study is the first to describe infliximab pharmaco-

kinetics using a compartment model. The elimination half-life
of infliximab that we have estimated is close to 3 weeks,
a value much longer than the 10 days previously
reported.12,13,25 The influence of sex on the central volume
of distribution may be taken into account if an individual dose
adjustment is required. The presence of ATI is associated with
a 2.7-fold increase in infliximab systemic clearance.
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2-4 Discussion

Le suivi clinique et pharmacologique sur 2 ans de 168 patients traités par adalimumab

pour maladie de Crohn, après échec de l’infliximab, présenté dans l’article n°2 montre que

parmi les 71% de répondeurs à 4 semaines de traitement, 61,5% bénéficient encore d’une

réponse clinique à la fin du suivi. Alors que plusieurs études ont identifié la survenue des ATI

et une concentration résiduelle basse d’infliximab comme étant des facteurs prédisposant à

l’échec du traitement par infliximab (St Clair et al., 2002 ; Baert et al., 2003 ; Farrell et al.,

2003 ; Hanauer et al., 2004 ; Maser et al., 2006), nos résultats montrent qu’il n’y a pas de

relation entre les concentrations sériques résiduelles d’adalimumab et l’efficacité du

traitement, cependant, les patients qui suspendent le traitement ont des concentrations

résiduelles basses. Actuellement, les données disponibles concernant la réponse clinique au

traitement par adalimumab, l’influence de ses concentrations sériques et des anticorps induits

ont été analysées pour des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde. Bien qu’il ne soit pas

possible de les comparer aux résultats présentés dans l’article n°2, ils montrent clairement

d’une part que la réponse clinique est corrélée à la concentration d’adalimumab circulant

résiduel et malgré son humanisation poussée, à la présence d’anticorps anti-adalimumab

(Radstake et al., 2009), que d’autre part ces anticorps induits sont associés à des effets

secondaires (Bender et al., 2007), à des concentrations résiduelles d’adalimumab basses et

une absence de réponse au traitement (Bartelds et al., 2007).

Nous avons participé à cette étude en dosant les anticorps anti-adalimumab qui sont

détectés chez 9,2% des patients. Ceci confirme ce qui est rapporté par ailleurs : qu’il s’agisse

d’ATI ou d’anticorps anti-adalimumab, leur survenue est variable d’un patient à l’autre

(Targan et al., 1997 ; Baert et al., 2003 ; Farrell et al., 2003 ; Hanauer et al., 2004 ; Miele et

al., 2004 ; Sandborn et al., 2007 ; Vermeire et al., 2007). En revanche, nous ne montrons pas

que les anticorps anti-adalimumab soient associés à la survenue d’effets secondaires ou à une

réaction à l’injection, contrairement à ce qui a été rapporté pour l’infliximab (Baert et al.,

2003), mais ils sont retrouvés dans la majorité des cas (10/12 patients) lorsque le traitement

est interrompu. Ils sont de plus retrouvés chez 92% des patients qui ont des concentrations

d’adalimumab circulant résiduel inférieures au seuil permettant leur détection, suggérant que

ces anticorps induits ont essentiellement pour effet d’accélérer l’élimination du médicament.

Par ailleurs, les patients ayant été précédement traités par infliximab, nous avons dosé

leurs ATI afin d’en évaluer l’influence sur la survenue des anticorps anti-adalimumab. Parmi

les 12 patients ayant développé des anticorps anti-adalimumab, les ATI ont été retrouvés pour
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6 d’entre eux et sont absents chez les 6 autres. De ce fait, la présence d’ATI ne semble pas

influencer la survenue des anticorps anti-adalimumab, pas plus qu’elle ne contraint à arrêter

l’adalimumab ou à en augmenter les doses. Cette observation n’a pas été analysée plus

précisément et relève finalement d’un assez petit effectif de patients. Cependant, les

conséquences du relais entre deux molécules anti-TNF-α, classiquement entre infliximab et

adalimumab, en termes de réponse clinique et d’immunogénicité des anticorps thérapeutiques

a été analysé en rhumatologie. Bartelds et collaborateurs ont en effet étudié la réponse

clinique à l’adalimumab ainsi que la survenue des anticorps induits d’une cohorte de 235

patients atteints de polyarthrite rhumatoïde, 52 ayant été traités précédement avec de

l’infliximab et 183 recevant l’adalimumab en première intention. Ils montrent que la survenue

des anticorps anti-adalimumab est plus fréquente chez les patients ayant développé des ATI

lors de leur traitement par infliximab (11/33 (33%)) que chez les patients seulement traités par

adalimumab (32/183 (18%)). De plus, la réponse clinique à l’adalimumab utilisé en relais de

l’infliximab est meilleure si les patients n’ont pas d’ATI (Bartelds et al., 2009). Les auteurs

proposent que la survenue d’anticorps induits vis-à-vis des deux bio-médicaments chez

certains patients soit associée à leur terrain génétique, les prédisposant à développer une

réponse immunitaire sans pour autant avancer de gènes d’intérêt. Ils réfutent par ailleurs

l’éventualité d’une immunogénicité due à une trop faible dose d’anticorps thérapeutique en

proportion d’une forte activité de la maladie et ce, en raison des critères cliniques

caractérisant leur cohorte de patients. Bien que les résultats de Bartelds et collaborateurs ne

puissent être comparés aux nôtres puisque les maladies traitées, les méthodes de dosage des

bio-médicaments et des anticorps induits sont différentes, cette étude a le mérite de mettre en

évidence l’existence possible de réactions croisées entre deux anticorps thérapeutiques, une

opinion que nous partageons avec ces auteurs.

En effet, en ce qui concerne l’infliximab et l’adalimumab, cette éventualité est plus

qu’envisageable d’un point de vue structural, puisque malgré l’ingénierie différente de leurs

domaines variables, ils partagent les mêmes allotypes G1m17,1 sur leurs domaines constants

(Tableaux II et V). Cependant, ces allotypes ne sont pas fréquement portés par les IgG1 des

individus caucasiens qui ont plus classiquement l’allotype complémentaire, G1m3 (Tableau

VII et VIII). Cette observation nous a conduit à élaborer l’hypothèse que nous analysons dans

la deuxième partie des résultats, selon laquelle les patients caucasiens (G1m3) pourraient

s’immuniser au contact des anticorps thérapeutiques en particulier au niveau de leurs

allotypes G1m17,1 qui participeraient ainsi au développement d’anticorps induits dont

feraient partie les anticorps anti-allotypes. Etant donné la variabilité inter-individuelle de
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survenue des ATI lors du traitement par infliximab, nous avons choisi d’étudier le

polymorphisme IGHG1-359g/a codant les allotypes G1m3/17, comme facteur génétique

candidat pouvant influencer la survenue des anticorps induits.

L’article n°3 décrit la pharmacocinétique de l’infliximab sur une cohorte de 33

patients de gastro-entérologie, selon un modèle bi-compartimental. Les résultats suggèrent

que le sexe et le poids des patients influencent indépendamment le volume de distribution,

alors qu’aucune association n’est mise en évidence entre les traitements immunosuppresseurs

et les paramètres pharmacocinétiques. Il est connu que les ATI sont associés à des

concentrations basses d’infliximab circulant résiduel sérique, mais leur influence sur sa

pharmacocinétique n’a encore jamais été évaluée en gastro-entérologie. Les ATI ont été

détectés chez 5 patients, sur un prélèvement au moins pendant le suivi : pour 4 patients, leur

survenue est associée à la réintroduction de l’infliximab. La réponse clinique au traitement est

plus fréquement diminuée chez les patients développant des ATI (4/5) que lorsqu’ils n’en

développent pas (9/28). De plus, les ATI accélèrent significativement la clairance de

l’infliximab puisque celle-ci est 2,7 fois plus rapide en leur présence (0,032 L/h vs 0,012 L/h),

ce qui a pour conséquence de modifier les demi-vies de distribution et d’élimination du bio-

médicament. En effet, l’infliximab a une demi-vie d’élimination de 3 semaines comme la

majorité des anticorps thérapeutiques entiers et les IgG naturelles, cependant les résultats

montrent qu’en présence d’ATI celle-ci est deux fois plus rapide.

Ces observations ont été confirmées par d’autres en rhumatologie (Xu et al., 2008) et

plus récemment en gastro-entérologie (Fasanmade et al., 2009) proposant que les ATI et

l’infliximab forment des complexes éliminés plus rapidement que l’infliximab seul. Cette

hypothèse a été étudiée par van der Laken et collaborateurs qui ont injecté à 4 patients atteints

de polyarthrite rhumatoïde (2 répondeurs et 2 non répondeurs au traitement) de l’infliximab

radio-marqué. L’imagerie leur a permis de localiser la distribution de l’infliximab dans

l’organisme et de constater son élimination sanguine plus rapide chez l’un des patients non

répondeurs. Par ailleurs, le dosage sérique des ATI montre des concentrations élevées chez les

non répondeurs, mais basses voire indétectables pour les autres. Les auteurs rapportent la

présence de complexes ATI-infliximab chez les deux patients non répondeurs, et notamment

la détection de complexes de très grande taille pour l’un d’eux ayant fait une grave réaction à

l’injection et leur attribuent possiblement la responsabilité de l’échec du traitement (van der

Laken et al., 2007). Dans l’article n°3, il nous est difficile d’affirmer que les complexes

associant infliximab et ATI sont éliminés rapidement et qu’ils ne sont plus en circulation. En
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effet, notre technique de dosage des ATI qui ne comporte pas de phase de dissociation acide,

ne permet pas de mettre en évidence les ATI issus de ces complexes et donc de témoigner de

la présence de ces complexes dans le sérum. Les mécanismes qui gouverneraient l’élimination

plus rapide de ces complexes par rapport à l’infliximab seul ne sont pas encore identifiés. Une

piste possible de recherche serait de s’intéresser à l’implication de certains récepteurs comme

FcRn et/ou les FcγR dans ce mécanisme.

 Par ailleurs, Fasanmade et collaborateurs ont identifié l’albumine comme étant une

covariable majeure influençant les paramètres PK de l’infliximab chez les patients atteints de

rectocolite hémorragique. Ils montrent que chez les patients ayant des concentrations sériques

élevées d’albumine, l’élimination de l’infliximab est moins rapide et sa demi-vie donc plus

longue que chez les patients ayant des concentrations sériques basses d’albumine. Ces

résultats suggèrent aux auteurs que les fortes concentrations d’albumine soit le reflet d’une

expression accrue de FcRn, responsable d’un recyclage plus important de l’infliximab. Ils

proposent d’utiliser l’albumine sérique comme marqueur prédictif de l’exposition des patients

à l’infliximab (Fasanmade et al., 2009).

Enfin, dans notre étude, l’augmentation des doses d’infliximab pour certains des

patients ayant développé des ATI est suivie d’une augmentation des concentrations

d’infliximab circulant résiduel (Figure 2 de l’article n°3) et de l’absence de détection des ATI

certainement secondaire à leur neutralisation par l’infliximab libre en excès. Cependant, cette

observation nécessite d’être confirmée avant d’en faire une recommandation à l’attention des

cliniciens qui souhaitent enrayer la survenue des ATI !
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3- Recherche de facteurs structuraux et génétiques

impliqués dans l’immunogénicité des anticorps

thérapeutiques

3-1 Introduction

Après avoir montré les effets des anticorps induits sur la réponse clinique et la

pharmacocinétique de l’infliximab et de l’adalimumab, nous avons souhaité en explorer les

fondements et comprendre quels sont les facteurs qui conditionnent cette immunogénicité.

Plusieures observations méritent d’être recensées. Bien que l’immunogénicité des anticorps

thérapeutiques ne puisse être directement comparée en raison de leurs indications, posologies

et voies d’administration différentes et quelles que soient les revendications marketing des

firmes pharmaceutiques qui les commercialisent, aucune génération d’anticorps aussi

humanisée soit-elle (chimériques, humanisés ou complètement humains) n’est exempte de

stimuler chez certains patients, la production d’anticorps induits : nous l’avons nous même

observé avec l’adalimumab, anticorps complètement humain (article n°2). Cette

immunogénicité dépend également de la maladie traitée et du terrain génétique des patients.

Nous avons donc choisi d’étudier l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques sous deux

aspects : le premier consiste à en analyser les sources liées à la structure de ces molécules, le

second à rechercher un facteur génétique prédisposant les individus à produire des anticorps

induits.

La difficulté de comparer cliniquement l’immunogénicité des anticorps thérapeutiques

issus des différentes générations, et ce en raison de leurs indications, posologies et voies

d’administration différentes, nous a amené à étudier leurs séquences afin de savoir s’il est

possible d’en extraire des données relatives à l’immunogénicité de ces molécules, voire de

l’évaluer théoriquement. Nous avons analysé précisément leurs domaines variables et, aussi

antinomique que cela puisse paraître la variabilité de leurs domaines constants. Notre analyse

structurale des domaines variables a été réalisée indépendament sur les deux plus grandes

familles d’anticorps nus. Les anti-cancéreux d’une part, travail qui a fait l’objet d’une

publication (article n°3) et qui regroupent deux anticorps chimériques (cétuximab et
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rituximab, voir Tableau II), trois anticorps humanisés (alemtuzumab, bevacizumab et

trastuzumab, voir Tableau IV) et un anticorps complètement humain (panitumumab, voir

Tableau V). Les anti-TNF-α d’autre part, où figurent un anticorps chimérique (infliximab), un

anticorps humanisé (certolizumab pégol) et un anticorps complètement humain (adalimumab).

Seules les séquences du golimumab qui a très récemment reçu son AMM (Tableau V) n’ont

pu être prises en compte. Au sein de chaque famille, nous avons étudié précisément les

séquences peptidiques et nucléotidiques de leurs domaines variables en cherchant le degré

d’homologie liant les différentes générations d’anticorps, mais également en objectivant la

divergence qui les sépare du répertoire germinal des IgG humaines. Cette analyse constitue

une première étape théorique inédite vers l’évaluation de l’immunogénicité des domaines

variables des anticorps thérapeutiques.

Nous nous sommes également intéressés à la variabilité des séquences des domaines

constants des IgG1, beaucoup plus restreinte que la précédente, puisqu’elle se limite aux

variations allotypiques. Contrairement aux domaines variables qui sont propres à l’anticorps

qui les porte, les allotypes sont plus conservés, portés par toutes les chaînes γ1 des IgG1 d’un

individu et partagés par des groupes d’individus dans la population. A l’échelle des anticorps

thérapeutiques, les domaines variables diffèrent d’une spécialité à l’autre, mais l’ingénierie

dont ils sont issus fait qu’ils peuvent partager les mêmes allotypes (Tableaux II, IV et V),

suggérant d’éventuelles réactions d’immunogénicité croisées entre deux anticorps utilisés

chez un même patient. En effet, les anticorps thérapeutiques portent des allotypes d’IgG1 qui

peuvent être différents de ceux que les patients traités expriment sur leurs propres IgG1. Par

exemple, les allotypes G1m17,1 portés par l’infliximab sont opposés à ceux portés par les

IgG1 de la majorité des Caucasiens (G1m3).

Bien que Bartelds et collaborateurs ne fassent pas allusion aux allotypes (communs)

de l’infliximab (Tableau II) et de l’adalimumab (Tableau V), anticorps thérapeutiques dont ils

ont analysé l’immunogénicité et son influence sur la réponse clinique (Bartelds et al., 2009),

leur travail illustre très bien notre double intérêt structural et génétique, pour les allotypes des

IgG1. En effet, d’une part ces auteurs constatent la survenue plus fréquente des anticorps anti-

adalimumab chez les patients ayant aussi développé des ATI ce qui leur évoque fortement une

réaction croisée entre les deux molécules. D’autre part ils font état, comme d’autres avant eux

que ce soit en rhumatologie ou en gastroentérologie (Baert et al., 2003) de la variabilité inter-

individuelle de survenue des anticorps induits par l’infliximab, suggérant une part de

responsabilité du terrain génétique du patient dans cette réponse immunitaire. Ces différentes

observations sont autant d’arguments qui justifient selon nous de chercher une possible
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influence du caractère génétique que constituent les allotypes d’IgG1 (IGHG1-359g/a), sur

l’immunogénicité de l’infliximab et qui pourrait expliquer la variabilité inter-individuelle de

survenue des ATI, en particulier dans le Crohn (article n°4).

Le second facteur génétique que nous avons choisi d’étudier est le polymorphisme

FCGR3A-158V/F qui affecte FcγRIIIA. En effet, comme nous l’avons montré, en

collaboration avec le réseau des gastroentérologues belges, FCGR3A-158V/V est associé à

une meilleure réponse biologique à l’infliximab dans cette maladie (Louis et al., 2004) : il est

légitime de se demander si ce polymorphisme est associé à une moindre production

d’anticorps induits. A l’inverse, la forme FcγRIIIA-158V du récepteur ayant une meilleure

affinité pour les IgG1 (Dall’Ozzo et al., 2004), on pourrait faire l’hypothèse que cette forme

fixerait mieux les complexes immuns TNF-α - infliximab et favoriserait ainsi la présentation

des peptides issus de l’infliximab et la réponse ATI.
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3-2 Evaluation de l’immunogénicité des domaines variables des

anticorps thérapeutiques à partir de données structurales : exemples

des anticorps anti-cancéreux et des anticorps anti-TNF-α

3-2-1 Article n°4 : Structure-functions relationships of the variable domains of

monoclonal antibodies approved for cancer treatment

Charlotte Magdelaine-Beuzelin, Quentin Kaas, Vanessa Wehbi, Marc Ohresser, Roy Jefferis,

Marie-Paule Lefranc, Hervé Watier. Crit Rev Oncol Hematol., 2007, 64, 210–225.
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Abstract

Due to their exquisite specificity for a given epitope on the target antigen, recombinant monoclonal antibodies (rmAb) can deliver “targeted
therapy” in oncology. This review focuses on the structural bases of “antigen specificity” to aid clinical researchers and pharmacologists in
managing these new drugs. The fine structure of the Fv (Fragment variable) module (combination of VH and VL domains) from the five
unconjugated antibodies currently approved for cancer treatment, namely rituximab, cetuximab, alemtuzumab, trastuzumab and bevacizumab,
is presented and analysed. Co-crystal and functional studies are reviewed to define rmAb residues contributing to antigen binding site
(paratope)–epitope interfaces. The genetic origin of these recombinant monoclonal antibodies, determined through the IMGT/3Dstructure-
DB database and IMGT/V-QUEST (http://imgt.cines.fr), is presented, allowing the evaluation of homologies between antibodies and their
closest germline human counterparts and hence their possible immunogenicity. Overall, the IMGT standards appear as a first and crucial step
in the evaluation of recombinant antibodies.
© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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There is an increase pressure in oncology to develop
targeted therapies that avoid the numerous side effects
associated with conventional chemotherapy. Recombi-
nant monoclonal antibodies (rmAbs) and tyrosine kinase
inhibitors (TKI) are the two main classes of drug with poten-
tial to provide such therapeutics. TKI are small molecule
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Fig. 1. Three-dimensional structure of a human IgG1�. Alpha carbon backbone representation of the monoclonal antibody b12 directed against the HIV envelope
glycoprotein gp210, the first and up-to-now the only structure of an entire human IgG1� resolved by crystallography [8] (PDB and IMGT/3Dstructure-DB,
http://imgt.cines.fr: 1hzh). Figure generated with VMD software [9]. The two identical �1 heavy chains are indicated in blue and the two identical � light chains
in red, which are linked together with disulfide bonds. The four polypeptide chains are folded into domains: one variable domain (VH) and three constant
domains (CH1, CH2, CH3) for the � heavy chain with the hinge region between CH1 and CH2, and one variable domain (VL) and one constant domain (CL)
for the light chain (for � chain: V-KAPPA and C-KAPPA) (for review [7]). The three arms of the antibody correspond to two Fab (Fragment antigen binding)
and one Fc (Fragment crystallized). Each Fab carries one antigen binding site or paratope (CDR loops in yellow) at the top of the Fv (Fragment variable)
module (association of the VH and VL, here V-KAPPA, domains). In constrast to schematic, symmetric and fixed Y-shaped representations usually presented in
textbooks, this crystal structure illustrates the asymmetry of the antibody, which results from the high degree of freedom of its three arms around the inter-heavy
chain disulfide bridges in the hinge region. It allows the molecule to be very flexible: each Fab, and therefore each Fv, may rotate and bend.

drugs that act intracellularly whereas rmAbs are large
biomolecules (biopharmaceuticals, i.e. recombinant pro-
teins) acting extracellularly, either on membrane bound
antigens or antigens of the tumour microenvironment. TKI
are not entirely selective for their molecular target as they dis-
play some degree of cross-inhibition towards other tyrosine
kinase receptors [1,2]; rmAbs are specific for the targeted
antigen, which may be expressed on normal tissue in addi-
tion to tumour cells. Specificity is the defining characteristic
of antibodies due to the various selection processes operative
in the development of humoral immune responses. Similarly,
rmAbs developed from combinatorial libraries are subject
to selection for specificity and increased affinity by in vitro
techniques that mirror molecular mechanisms operating in
vivo.

There are currently five unconjugated rmAbs approved
for cancer treatment, namely rituximab, cetuximab, alem-
tuzumab, trastuzumab and bevacizumab, and there is
increasing understanding of their mechanism(s) of action,
in vitro and in vivo [3–6]. These rmAbs were generated by
molecular engineering with selection for specificity and affin-
ity; however, three-dimensional (3D) structural data have
now been published for four of them that allow a more
detailed analysis of the structural features that account for
specificity. The present review focuses on the structure of the
variable domains of these therapeutic antibodies, in relation
with their high specificity and affinity for a given epitope on
the target antigen. Comparison of the V-REGION sequences

of chimeric and humanized antibodies with those of human
sequences allows insights into possible correlations with
observed immunogenicity. These insights will inform for the
future development of new antibody specificities.

1. Chimeric and humanized antibodies

Technologies for the generation of full human rmAbs have
been developed relatively recently and no fully human rmAb
has been approved for cancer treatment to-date, however,
several are currently in phase III trials.1 The five unconju-
gated therapeutic antibodies currently in use in oncology,
are rmAbs constructed from genes encoding murine or rat
mAb selected for their specificity and based on the format
of a human IgG1�, i.e. the IGHG1 and IGKC genes encod-
ing the constant region of the �1 heavy chains and of the
� light chains, respectively, are from human, to decrease
their potential immunogenicity. Each has unique VH and
VL (V-KAPPA) sequences that “pair” to generate unique
Fv (Fragment variable) modules (for review [7]) (Fig. 1).

1 A fully human antibody, panitumumab (Vectibix®), a human IgG2 kappa
rmAb (ABX-EGF) that binds to the human EGFR received FDA approval
on 27 September 2006 (after submission of this article). In the absence of
3D structure, the conclusions on the antibody/antigen interactions remains
unchanged. Information on the panitumumab sequences and IMGT Collier
de Perles will be provided, when available, in The IMGT Biotechnology
page, Monoclonal antibodies with clinical indications, http://imgt.cines.fr.

http://imgt.cines.fr/
http://imgt.cines.fr/
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Table 1
Presentation of the six rmAbs used in oncology

rmAbs Main indication Date of FDA approvala,
EMEA approvalb

Patent number (available on
http://ep.espacenet.com)

Chimeric rmAbs
cetuximab (Erbitux®) Treatment of patients with advanced colorectal

cancer that has spread to other parts of the body
12 February 2004, 29
June 2004

[49]

rituximab (MabThera®, Rituxan®)c Treatment of patients with relapsed or refractory
low-grade or follicular, B cell non-Hodgkin’s
lymphoma

26 November 1997, 2
June 1998

[50]

Humanized rmAbs
alemtuzumab (MabCampath®) Treatment of patients with B cell chronic

lymphocytic leukemia who have been treated
with alkylating agents and who have falled
fludarabine therapy

5 July 2001, 6 July 2001 [51]

bevacizumab (Avastin®) First-line treatment for patients with metastatic
colorectal cancer

26 February 2004, 12
January 2005

[52]

trastuzumab (Herceptin®) Treatment of patients with metastatic breast
cancer whose tumours overexpress the HER-2
protein and who have received one or more
chemotherapy regimens for their metastatic
disease

25 September 1998, 28
August 2000

[53]

Fully human rmAb
panitumumab (Vectibix®) Treatment of EGFR-expressing, metastatic

colorectal carcinoma with disease progression on
or following fluoropyrimidine-, oxaliplatin-, and
irinotecan-containing chemotherapy regimens

27 September 2006 [54]

Indications, date of approval and patent number.
a FDA: U.S. Food and Drugs Administration (http://www.fda.gov).
b EMEA: European Medicines Agency (http://www.emea.eu.int/).
c Rituxan® in USA, Canada and Japan, MabThera® in the remaining world.

Depending on the homology of the Fv sequences with
human sequences the rmAbs are described as “chimeric” or
“humanized”. In “chimeric” rmAbs, the Fv is entirely non-
human in origin, e.g. mouse for cetuximab and rituximab.
In “humanized” rmAbs the complementarity determining
regions (CDR), which confer specificity, are of non-human
origin (rat or mouse) and replace the CDRs of a human Fv, i.e.
the framework regions (FR) are of human origin, e.g. alem-
tuzumab, bevacizumab and trastuzumab (Table 1). Besides
CDR grafting, more recent humanization technologies have
been also developed, such as resurfacing or human engineer-
ing [10].

A schematic representation of a Fv is shown in Fig. 2.
During the in vivo synthesis of an immunoglobulin (IG) in
a B cell, the VL domain (here, V-KAPPA) or V–J-REGION
results from the rearrangement of a V gene (IGKV) to a J gene

(IGKJ), the VH domain or V–D–J-REGION results from the
rearrangement of a IGHV gene, a IGHD gene and a IGHJ
gene. In addition to the combinatorial diversity created by
these gene rearrangements, the VH V–D–J junction diversity
is considerably increased by the N-diversity which results
from the trimming of the V-, D- and J-REGION ends to be
joined and the random addition of nucleotides by the terminal
deoxynucleotidyltransferase (TdT) [7]. Further diversity is
introduced within a secondary immune response by somatic
hypermutation of VH and VL sequences. Sequence diver-
sity is particularly focused at the V–J and V–D–J junctions
[11] that generate the CDR3 hypervariable regions that
have a major role in determining antibody specificity form-
ing contacts with the epitope [12] (Fig. 2). Whatever the
species origin, there is no global structural differences in
the V domain structure. Therefore, the primary amino acid

Fig. 2. Structure of the Fv of bevacizumab. (A) Linear representation of the two domains V-KAPPA and VH which form the Fv of bevacizumab. The V-KAPPA
(V–J-REGION) results from the rearrangement of a IGKV gene and a IGKJ gene. The VH (V–D–J-REGION) results from the rearrangement of a IGHV gene,
a IGHD gene and a IGHJ gene. N1 and N2 indicate N-REGIONs not encoded in the germline genes and which result from the N-diversity mechanism at the
V–D–J junction (for review [7]). Framework regions (FR) and complementarity determining regions (CDR) alternate. FR and CDR are delimited according
to the IMGT unique numbering for V-DOMAIN [13]. The number of amino acid residues is indicated below each FR and CDR. (B) Lateral and (C) top view
of the alpha carbon backbone representation of the Fv of bevacizumab [14] (PDB and IMGT/3Dstructure-DB: 1cz8). CDR-IMGT are coloured according to
the IMGT colour menu. VH CDR1-IMGT (red), CDR2-IMGT (orange) and CDR3-IMGT (purple); V-KAPPA CDR1-IMGT (blue), CDR2-IMGT (green) and
CDR3-IMGT (green blue). The N (cyan) and C (magenta) ends of each region are also coloured. The conserved C23, W41 and L89, and the six FR-IMGT
positions limiting the CDR-IMGT regions, also designated as anchor positions (positions 26 and 39 for the CDR1-IMGT, 55 and 66 for the CDR2-IMGT, 104
and 118 for the CDR3-IMGT) are shown in white. Nine antiparallel beta strands (in grey) constitute the FR-IMGT. The folding drives the formation of the
CDR-IMGT loops which are localised at the top of the Fv and form the antigen binding site or paratope The lengths of the CDR-IMGT are indicated between
brackets separated by dots, figures are generated using VMD software [9].

http://ep.espacenet.com/
http://www.fda.gov/
http://www.emea.eu.int/
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Fig. 3. IMGT protein displays of the VH and V-KAPPA domains of the cetuximab, rituximab, alemtuzumab, bevacizumab, trastuzumab, pertuzumab and
panitumumab antibodies. Amino acid sequences are from 1yy9 (cetuximab), AX556949 and AX556951 (rituximab VH and V-KAPPA), 1ce1 (alemtuzumab),
1cz8 (bevacizumab), 1n8z (trastuzumab), 1s78 (pertuzumab), and DD214915 and DD214916 (panitumumab). Amino acid differences with patents from Table 1
are indicated. FR-IMGT and CDR-IMGT delimitations and gaps, represented by dots, are defined according to the IMGT unique numbering for V-DOMAIN
[13]. The N-glycosylation site motifs in the cetuximab VH and V-KAPPA are underlined but only the VH motif is glycosylated (see text). Amino acids identified
in IMGT/3Dstructure-DB [22] as having hydrogen bonds with the antigens (EGFR for cetuximab, CD52 mimotope for alemtuzumab, VEGF for bevacizumab,
ERBB2 for trastuzumab and pertuzumab) (Table 2) are shown in boxes. The numbers 1 2 1 in the VH CDR3-IMGT numbering correspond to the additional
positions 111.1, 112.2 and 112.1, respectively [13].

sequences of the VH and V-KAPPA of the five unconju-
gated anti-cancer rmAbs can be aligned and are displayed
in Fig. 3 using the IMGT unique numbering and definition of
the FR-IMGT and CDR-IMGT [13].

In a “chimeric” antibody (e.g. rituximab and cetuximab),
the original specificity of the murine antibody is conserved
since the murine variable domains are unmodified. In a
“humanized” antibody (e.g. alemtuzumab, bevacizumab
and trastuzumab), only the CDRs of the original rat or
murine antibody are retained, being grafted into human
framework gene sequences, thus conferring the specificity
of the original rat or murine antibody to a human antibody.
Humanization was introduced in order to reduce the potential
immunogenicity of the rat or murine variable domains [15].

When designing a humanized antibody it is important to
select human VH and VL framework regions with highest
homology to the original rat or murine ones in order to
maintain the 3D orientation of the CDR loops [16,17]. This is
usually achieved by comparing the sequences of the variable
domains of the selected rat or murine monoclonal antibody
to human sequences and 3D structures available in databases.
It should be emphasized that the three humanized antibodies
were designed using the Kabat system for defining the CDRs
[18] before the CDR-IMGT standardization was available
[13,19,20]. As a consequence the initial humanized form of
the Campath antibody lacked specificity and affinity, there-
fore alemtuzumab was “designed” with mutations at two
positions [21] which were thought to be FR but which clearly

Fig. 4. IMGT Colliers de Perles of the VH and V-KAPPA domains of the alemtuzumab, bevacizumab, cetuximab, trastuzumab, rituximab and pertuzumab
antibodies. IMGT Colliers de Perles are shown on one layer and two layers. Amino acids are shown in the one-letter abbreviation. Positions at which hydrophobic
amino acids (hydropathy index with positive value: I, V, L, F, C, M, A) and tryptophan (W) are found in more than 50% of analysed sequences are shown in
blue. All proline (P) are shown in yellow. The CDR1-IMGT (BC loop), CDR2-IMGT (C′C′′ loop) and CDR3-IMGT (FG loop) are limited by amino acids
shown in squares (anchor positions), which belong to the neighbouring strands (FR-IMGT in V-DOMAINs). Arrows indicate the direction of the beta strands
and their designations in 3D structures (from IMGT Repertoire, http://imgt.cines.fr) [25]. For the VH domains, CDR1-IMGT is in red, CDR2-IMGT in orange
and CDR3-IMGT is in purple. For the VL domains (here V-KAPPA), CDR1-IMGT is in blue, CDR2-IMGT in green and CDR3-IMGT is in green blue [25].
The IMGT Colliers de Perles on two layers show, on the forefront, the GFCC′C′′ strands and, on the back, the ABED strands. Hatched circles correspond to
missing positions according to the IMGT unique numbering for V-DOMAIN [13]. IMGT Colliers de Perles are from IMGT/3Dstructure-DB entries (chain
entry identifiers are shown between parentheses), or obtained, for rituximab whose 3D structure is not available, using the IMGT/Collier de Perles tool at the
IMGT/3Dstructure-DB Query page [22]. Amino acid one-letter abbreviation: A (Ala), alanine; C (Cys), cysteine; D (Asp), aspartic acid; E (Glu), glutamic acid;
F (Phe), phenylalanine; G (Gly), glycine; H (His), histidine; I (Ileu), isoleucine; K (Lys), lysine; L (Leu), leucine; M (Met), methionine; N (Asn), asparagine;
P (Pro), proline; Q (Gln), glutamine; R (Arg), arginine; S (Ser), serine; T (Thr), threonine; V (Val), valine; W (Trp), tryptophan; Y (Tyr), tyrosine.

http://imgt.cines.fr/
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Fig. 4. (Continued )
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Fig. 4. (Continued )

belong to the CDR1-IMGT (positions 28 and 35 according to
the IMGT unique numbering for V-DOMAIN [13]) (Fig. 3).
Moreover, positions 66–74 of VH and positions 66–69 of
V-KAPPA were grafted from rat onto human genes [15] as

they were thought to be CDR but they clearly belong to the
FR-IMGT, and keeping these positions as “human” in rmAbs
would probably diminish their potential immunogenicity (for
sequences of the original rat and humanized Campath vari-
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Fig. 4. (Continued )

able domains, see “Antibody humanization” in The IMGT
Biotechnology page, http://imgt.cines.fr). This observation
is confirmed by the fact that alemtuzumab can be captured by
an anti-rat IgG specific antibody in an ELISA, not supposed
to recognise the alemtuzumab idiotype beared by the CDRs
[23].

2. IMGT Collier de Perles

The IMGT Colliers de Perles are two-dimensional
(2D) standardized graphical representations of amino acid
sequences of domains [13,24], and more particularly of V-
DOMAINs [13,25]. The IMGT Colliers de Perles of the

http://imgt.cines.fr/
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Fig. 4. (Continued ).

VH and V-KAPPA of the five rmAbs are shown in Fig. 4.
The IMGT Collier de Perles on one layer allows to read-
ily define the FR-IMGT beta strands and the CDR-IMGT
loops in the amino acid sequence of the variable domains.
This emphasizes the usefulness of the IMGT Collier de Per-

les in designing humanized antibodies since the CDR-IMGT
loops are the regions which need to be considered for the
humanization. The CDR1-IMGT and CDR2-IMGT anchor
positions need also to be checked as they determine the ori-
entation of the CDR loops. The IMGT Collier de Perles on
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two layers shows the relative localisation of the strands and
loops in space even if 3D structures are not yet available (for
example, rituximab). For known 3D structures, they allow
the display of hydrogen bonds in IMGT/3Dstructure-DB,
http://imgt.cines.fr, and they give access to the contacts of
each amino acid (IMGT Residue@Position card) by clicking
on a given position in the IMGT Collier de Perles [22].

Glycosylation sites are observed in ∼15% of normal
human V regions, therefore, it is of interest to note that both
the VH and V-KAPPA sequences of the cetuximab include
a glycosylation site motif [N-X-T/S] (where X is any amino
acid except proline) whereas none is observed in the other
rmAbs (Fig. 3). The two motifs are opposite to the CDR
loops. The motif localised at position 97 (at the tip of the
EF loop) in the cetuximab VH is glycosylated and bears a
complex diantennary oligosaccharide structure containing a
very diverse mixture of glycans as usually observed for other
rmAbs at the Fab domain [26], however, the motif at posi-
tion 47 (at the CC′ beta turn) in the V-KAPPA is unoccupied
(Jefferis R, et al., unpublished data). Indeed, glycosylation
is only effective in two thirds of potential N-glycosylation
sites. When present in Fv regions, N-glycosylation has been
reported to have a positive, negative or neutral impact on
specificity, affinity, stability, solubility, etc. [27]. In the par-
ticular case of cetuximab, VH N-glycosylation probably does
not interfere with antigen binding site since it is localised at
the opposite side of the paratope, but may contribute to the
immunogenicity of framework regions of this antibody since
cetuximab is produced in rodent cells and could bear termi-
nal residues (e.g. Gal�(1 → 3) or Neu5Gc) not present in the
human species.

3. Antibody/antigen interactions

To date, the 3D structure of bevacizumab in complex
with the vascular endothelial growth factor, VEGF [14], of
cetuximab in complex with the extracellular domain of the
epidermal growth factor receptor, EGFR (ERBB1) [6] and

Fig. 5. Superimposition of trastuzumab Fab-ERBB2 and pertuzumab Fab-
ERBB2 co-crystal structures. The ribbon structure of the extracellular
domain of ERBB2 (also called NEU/HER-2) in grey shows that it is divided
into four domains: I is the most distal and IV the most proximal from the
cell membrane. Trastuzumab Fab [28] (PDB and IMGT/3Dstructure-DB:
1v8z) and pertuzumab Fab [29] (PDB and IMGT/3Dstructure-DB: 1s78),
3D structures are indicated in red and blue, respectively. The CDR loops of
each antibody are represented as yellow tubes, connected to the framework
regions of the variable domains represented as ribbons. The two antibodies
are directed against two different epitopes on the receptor, on domain II for
pertuzumab and on domain IV for trastuzumab. Figure generated with VMD
[9].

of trastuzumab in complex with the extracellular domain of
ERBB2 (also called NEU/HER-2) (Fig. 5) [28] have been
reported. Most of the contact residues of bevacizumab with
VEGF are located in the three CDR-IMGT loops of the VH
domain, particularly the VH CDR3-IMGT [30] (Fig. 2B and
Table 2). The epitope targeted by bevacizumab partly over-
laps VEGF residues that interact with the binding to VEGFR1
(Flt-1, FLT1) and VEGFR2 (FLK1, KDR), the two VEGF
receptors [14].

The 3D structures of the anti-EGFR cetuximab [6] and
of the anti-ERBB2 trastuzumab [28], together with that

Table 2
Amino acids of rmAbs involved in hydrogen bonds with the antigens, from IMGT/3Dstructure-DB, http://imgt.cines.fr

rmAbsa Number of H bondsb VH V-KAPPA

CDR1-IMGT CDR2-IMGT CDR3-IMGT CDR1-IMGT CDR3-IMGT

cetuximab (1yy9) 6 (5 + 1) 59G 111Y 112D 113Y 114W

alemtuzumab (1ce1) 14 (9 + 5) 38Y 107E 109H 110T 107H 114R 116R
bevacizumab (1bj1) 14 (14 + 0) 38G 55W 58T

trastuzumab (1n8z) 6 (2 + 4) 55R 111G 36N 108Y 114T

pertuzumab (1s78) 9 (9 + 0) 36D 37Y 110P 114Y

Amino acid positions and CDR-IMGT delimitations are according to the IMGT unique numbering for V-DOMAIN [13]. Amino acids involved in one, two or
three H bonds are not underlined, single underlined or double underlined, respectively. Amino acids involved in H bonds are shown in boxes in Fig. 3.

a IMGT/3Dstructure-DB entries (same code as PDB) are shown between parentheses.
b Hydrogen (H) bond identification is from IMGT/3Dstructure-DB contact analysis [22], http://imgt.cines.fr. Total number of H bonds is shown with, between

parentheses, number of H bonds for VH and V-KAPPA.

http://imgt.cines.fr/
http://imgt.cines.fr/
http://imgt.cines.fr/
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of another anti-ERBB2 currently under development (per-
tuzumab) [29] allow a comprehensive description of the
functional domains of this family of receptors. Cetuximab
binds the domain III of the EGFR, mainly through its VH
CDR2-IMGT and CDR3-IMGT. More particularly, tyrosine
111 in VH CDR3-IMGT (Fig. 3 and Table 2) protrudes into
a pocket located in domain III of EGFR. By binding to this
particular epitope, cetuximab blocks the interaction of EGF
with its receptor, hence the antagonist activity of cetuximab
[6].

Pertuzumab binds the domain II of ERBB2, a domain
involved in the pairing of ERBB2 with other members of
the ERBB family [29], through the three VH CDR-IMGT
(Table 2). Since heterodimerization of ERBB2 is required
for signalling, pertuzumab acts as an “indirect” antagonist of
ERBB2 partners [6].

Trastuzumab recognises three loops on domain IV of
ERBB2 [28], a domain which lies very close to the cell mem-
brane (Fig. 5). CDR3-IMGT of both VH and V-KAPPA seem
to be involved in this interaction by the formation of a pocket
[28], but no more details are available about the residues
required for the recognition of the epitope (Table 2). The
domain IV of ERBB2 is probably subjected to the action of
one or several metalloproteases as ADAM17 (TACE) [30]
or MMP-15 (Slikowski M, pers. commun.) whose functions
are to cleave ERBB2 and to release its ectodomain in the
microenvironment. This soluble ectodomain may serve as
decoy for trastuzumab, and decreases its clinical efficacy
[31]. Interestingly, it has been shown that trastuzumab, but not
pertuzumab, inhibits ERBB2 shedding by steric hindrance.
One of the cleavage sites on ERBB2 has been identified
and localised to a membrane proximal region very close to
the epitope bound by trastuzumab [32]. However, there is
no clear relation between the fact that trastuzumab blocks
ERBB2 shedding and the precise mechanism of action of
trastuzumab which is only active on tumours overexpressing
ERBB2. The most common hypotheses are that trastuzumab
prevents ERBB2 homodimerization and/or induces receptor
internalisation, which ultimately lead to an arrest in ERBB2
signalling [28].

The 3D structure of alemtuzumab in complex with a
synthetic peptide mimicking its natural antigen CD52 is
also available; the natural CD52 ligand is a highly glyco-
sylated and glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) anchored
short polypeptide [33]. The ability of alemtuzumab to bind
a peptidic mimic of CD52 [33] depends on the three VH
CDR-IMGT and a noticeable contribution of V-KAPPA
CDR3-IMGT (Table 2). No distinctive biological function
has yet been assigned to the CD52 molecule and alem-
tuzumab does not seem to have antagonistic or agonistic
activities on CD52-expressing cells; therefore the activity of
alemtuzumab is assumed to be the recruitment of immune
effector mechanisms [34].

The 3D structure of rituximab, one of the most widely
used anti-cancer rmAb, has not been determined. This is
probably explained by the nature of its target antigen, the

membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1,
MS4A1 (CD20), which has four hydrophobic transmembrane
regions. Binding of rituximab to CD20 is highly dependent
on the presence of alanine at position 170 and proline at
position 172 in the extracellular loop of CD20 [35,36]. Stud-
ies of the interaction of rituximab with soluble recombinant
CD20 [37] also demonstrate that the binding of rituximab is
dependent upon the oxidation state of cysteines in the extra-
cellular domain of the CD20 protein, i.e. binding is ablated
for reduced and alkylated CD20, but further structural studies
are strongly awaited.

Overall, these structural data show that VH and par-
ticularly its CDR3-IMGT rather than V-KAPPA contribute
to antibody/antigen interaction, particularly because more
hydrogen bonds are created with this VH domain. Based on
these observations, therapeutic antibodies follow the general
rule of antibodies.

4. Variable domain genetic analysis

The variable domains of the antibodies were anal-
ysed using IMGT/3Dstructure-DB [22] for the amino acid
sequences and 3D structures and IMGT/V-QUEST [38]
for the nucleotide sequences (IMGT®, the international
ImMunoGeneTics Information System®; http://imgt.cines.fr
(Founder and director: Marie-Paule Lefranc, Montpellier,
France)) [39]. IMGT/3Dstructure-DB and IMGT/V-QUEST
identify the closest V, (D) and J genes and delimit the FR-
IMGT and CDR-IMGT delimitations (Fig. 2A and Table 3).
IMGT/V-QUEST compares the nucleotide sequences with
the IMGT mouse or human germline reference directory,
which comprises one reference sequence for each gene and
allele of the mouse (IMGT Repertoire) or human [7] reper-
toires from IMGT/GENE-DB; http://imgt.cines.fr [40].

The variable domains of the chimeric antibodies, cetux-
imab and rituximab, were compared to the IMGT murine
reference directory (Table 2). The cetuximab VH derives
from the mouse IGHV2-2*02, IGHD2-4*01 and IGHJ3*01
genes and the rituximab VH derives from the mouse
IGHV1-12*01, IGHD1-2*01 and IGHJ1*01 genes (Table 3).
Concerning the light chains, the cetuximab V-KAPPA derives
from the mouse IGKV5-48*01 and IGKJ5*01 genes, and the
rituximab V-KAPPA derives from the mouse IGKV4-72*01
and IGKJ2*01 genes (Table 3).

The comparison of the V-REGION of the VH and V-
KAPPA nucleotide sequences with the IMGT/V-QUEST
germline sequences allows the identification of residues that
result from somatic hypermutations that occurred in the donor
mouse. Cetuximab is highly mutated since there are seven
somatic hypermutations in the IGH V-REGION, all of them
leading to amino acid (aa) changes (1 in CDR1-IMGT, 1
in CDR2-IMGT and 5 in FR3-IMGT) and five mutations in
the IGK V-REGION, four of them leading to aa changes (1
in FR1-IMGT, 1 in CDR1-IMGT and 2 in CDR3-IMGT).
Interestingly, six of the aa replacements (3 in VH and 3

http://imgt.cines.fr/
http://imgt.cines.fr/
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Table 3
IMGT V, (D) and J genes involved in the building of rmAbs used in oncology

Antibodies IMGT/3Dstructure-DB VH V-KAPPA

IMGT protein name Fab Fab in complex IGHV, IGHD and IGHJ genes CDR-IMGT
lengths

IGKV and IGHJ genes CDR-IMGT
lengths

Chimeric antibodies: comparison with mouse (Mus musculus) germline V, (D) and J genes
cetuximab (Erbitux®) Fab C225, IMC-225 1yy8 1yy9 (with EGFR) IGHV2-2*02 (92.78%) (55.10%

human IGHV3-33),
IGHD2-4*01 IGHJ3*01
(93.33%) (80% human IGHJ4)

[8.7.13] IGKV5-48*01 (95.79%)
(66.32% human IGKV6-21),
IGKJ5*01 (91.66%) (75%
human IGKJ2)

[6.3.9]

rituximab (MabThera®, Rituxan®) IDEC-C2B8 a a IGHV1-12*01 (92.70%)
(72.45% human IGHV1-46),
IGHD1-2*01 IGHJ1*01
(82.35%) (64.70% human
IGHJ2)

[8.8.14] IGKV4-72*01 (95.79%)
(61.46% human IGKV3-20),
IGKJ2*01 (91.66%)(83.33%
human IGKJ2)

[5.3.9]

Humanized antibodies: comparison with human (Homo sapiens) germline V and J genes. The IGHD genes are derived from mouse or rat and are not shown
alemtuzumab (MabCampath®) CAMPATH-1H 1bey 1ce1 (with CD52 mimotope) IGHV4-59*01 (73%), IGHJ4*01

(92.86%)
[8.10.12] IGKV1-33*01 (86.32%),

IGKJ1*01 (91.66%)
[6.3.9]

bevacizumab (Avastin®) Fab-12 1bj1 (with VEGF) IGHV7-4-1*02 (72.40%),
IGHJ2*01 (82.35%)

[8.8.16] IGKV1-33*01 (87.40%),
IGKJ1*01 (100%)

[6.3.9]

trastuzumab (Herceptin®) Herceptin, 4D5v8 1n8z (with ERBB2) IGHV3-66*01 (81.63%),
IGHJ6*01 (76.47%)

[8.8.13] IGKV1-39*01 (86.32%),
IGKJ1*01 (91.66%)

[6.3.9]

Fully human antibody: comparison with human (Homo sapiens) germline V, D and J genes
panitumumab (Vectibix®) ABX-EGF E7.6.3 b b IGHV4-61*01 (86.84%)b,

IGHD3-3*01 or *02 IGHJ3*02
(93.75%)

[10.7.11] IGKV1-33*01 (94.73%)b,
IGKJ4*01 (91.66%)

[6.3.9]

Percentage of identity was calculated by comparison of the amino acid sequences with the closest mouse or human V-REGION and J-REGION. V-REGIONs were compared from position 1 to 106 for VH and
from position 1 to 111 for V-KAPPA, using IMGT/DomainGapAlign at the IMGT Home page, http://imgt.cines.fr. Given the short length of the J-REGION (12–17 amino acids), the percentages are only given
as an indication.

a There is no 3D structure available for rituximab Fab. Sequences are from IMGT/LIGM-DB: AX556949 (heavy chain) and AX556951 (� chain).
b There is no 3D structure available for panitumumab. Sequences are from IMGT/LIGM-DB: DD214915 (VH) and DD214916 (V-KAPPA). Note that the N-terminal 23 and 19 amino acids (and codons) are

missing in the VH and V-KAPPA sequences, respectively and in the patents and could not be analysed.

http://imgt.cines.fr/
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in V-KAPPA) correspond to serine to asparagine (S > N)
change.

For rituximab, there are 20 mutations in the IGH V-
REGION, affecting 16 codons, and leading to 10 aa changes
(5 in FR1-IMGT, 3 in FR2-IMGT and 2 in FR3-IMGT) and
5 mutations in the IGK V-REGION, 4 of them leading to aa
changes (2 in FR2-IMGT, 1 in FR3-IMGT and 1 in CDR3-
IMGT).

This kind of somatic mutation analysis is not mean-
ingful with humanized antibodies because of their
construction. However it is interesting to compare the
humanized genes with the closest human genes, using
IMGT/DomainGapAlign. In their present form, the human-
ized antibodies alemtuzumab, bevacizumab and trastuzumab
IGH V-REGIONs have a percentage of identity at the amino
acid level of 73%, 72% and 81% with the closest germline
human IGHV4-59*01, IGHV7-4-1*02 and IGHV3-66*01,
respectively (Table 3). The three humanized antibodies IGK
V-REGIONs have a similar percentage of identity of 86–87%
at the amino acid level with the closest germline human
IGKV1-33*01 for alemtuzumab and bevacizumab, and with
IGKV1-39*01 for trastuzumab (Table 3).

Deciphering the genetic origin of VH and V-KAPPA
domains were successful for each rmAb studied, nicely illus-
trating the fundamental processes of repertoire maturation.
The potential divergence of these newly generated sequences
from their human germline counterparts also raise the ques-
tion of their potential immunogenicity.

5. Immunogenicity

The comparison of the murine V-REGION and J-REGION
sequences of VH and V-KAPPA from chimeric antibod-
ies with the IMGT human reference directory is shown in
Table 3. The percentages of identity are significantly lower
than those obtained when compared with the IMGT mouse
reference directory, and illustrate the inter-species diver-
gence at the level of the variable domains. For a more
precise evaluation of the inter-species differences between
the frameworks, we compare the amino acid sequences of
the four FR-IMGT (FR1-IMGT: positions 1–26, FR2-IMGT:
39–55, FR3-IMGT: 66–104, and FR4-IMGT: 118–128 for
VH or 127 for V-KAPPA) of each murine V domain
with the closest human sequence found (Table 3). We
used IMGT/DomainGapAlign (http://imgt.cines.fr) at the
IMGT Home page for comparison of the FR1-, FR2- and
FR3-IMGT, and the Alignment of alleles IGHJ and IGKJ
(Overview) in IMGT Repertoire for comparison of the FR4-
IMGT. We observed 59.34% (54/91 aa) and 70.78% (63/89
aa) identity for the four FR-IMGT of the cetuximab VH and
V-KAPPA domains, respectively, and 74.72% (68/91 aa) and
67.41% (60/89 aa) identity for the four FR-IMGT of the ritux-
imab VH and V-KAPPA domains, respectively. Despite this
sequence divergence in the FR that could reinforce immuno-
genicity of the idiotype itself, these two antibodies are not

really immunogenic in cancer patients [41]. This could be due
to the fact that their immune system is compromised and/or
that they may be receiving cytotoxic drugs. In fact, human
anti-chimeric antibodies (HACA) are observed in a higher
percentage of patients receiving rituximab for an autoimmune
disease [42]. Nevertheless, it should be mentioned that only
some patients develop HACA. Since many factors external
to the drug itself have been described to influence immuno-
genicity [43], it is therefore difficult to assign to any threshold
of dissimilarity between the murine and human rmAbs pro-
teins a role in the induction of a neutralizing response. When
information will be available from large cohorts of patients,
particularly from clinical studies comparing different rmAbs
administered to similar patients, with identical regimens, it
could become possible to find some correlation between the
immunogenicity of a given rmAb and the global percentage of
identity and physico-chemical characteristics of amino acids
exposed at the surface of VH and VL domains in comparison
to those truly expressed in humans, taking into account muta-
tions observed in expressed repertoires [44]. The variability
of anti-drug responses in patients depends on both accessibil-
ity of B cell epitopes and the processing of T cell epitopes by
the highly polymorphic HLA class II molecules. Potentiel T
cell epitopes within rmAbs primary sequences and their inter-
action with HLA class II molecules can now been mapped
in silico, and this approach could be in an attempt to predict
rmAbs immunogenicity [45].

Very logically, when VH and V-KAPPA sequences from
humanized antibodies are compared with the IMGT human
reference directory the percentage of identity appears higher
than when chimeric rmAbs are analysed with the same
directory (Table 3). When comparing the four FR-IMGT of
the humanized sequence with the closest human sequences
found, as described above, we observed, for the VH and V-
KAPPA, respectively, 84.61% (77/91 aa) and 97.75% (87/89
aa) for alemtuzumab, 74.72% (68/91 aa) and 92.13% (82/89
aa) for bevacizumab, and 90.10% (82/91 aa) and 93.25%
(83/89 aa) for trastuzumab. It is worthwhile to note that,
whereas the FR percentage of identity is superior to 90% for
four of six domains, this percentage is 84.61% for the alem-
tuzumab VH and only 74.72% for the bevacizumab VH, a
percentage similar to that observed in the chimeric rituximab.

The humanized rmAbs are also weekly immunogenic
in cancer patients [46], as are chimeric antibodies. Several
studies have shown that humanization decreases but does
not eliminate immunogenicity problems [47,48]. However,
a rigorous comparison between a chimeric antibody and its
humanized counterpart in humans in terms of immunogenic-
ity remains crucially lacking.

In a first step, IMGT standardized criteria for statistical
analysis, based on the definition of 11 IMGT amino acid
chemical characteristics classes, have provided IMGT Col-
liers de Perles statistical profiles for the human expressed
IGHV and IGKV repertoires [44]. Amino acid assignment
of the chimeric and humanized rmAbs IMGT Colliers de
Perles (Fig. 4) to IMGT aa chemical classes was compared

http://imgt.cines.fr/
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to the FR-IMGT positions which define the human IGHV
and IGKV chemical profiles (41 and 59 positions at >80%
threshold, respectively, see Plate 3 in [44]). Despite marked
differences in the percentage of similarity as discussed earlier,
there are no marked differences in IMGT chemical classes
for the VH of humanized (0: trastuzumab; 1: bevacizumab;
2: alemtuzumab) and chimeric (1: cetuximab; 2: rituximab)
antibodies. Similarly, the V-KAPPA of the three humanized
rmAbs show only one (trastuzumab, alemtuzumab) or two
(bevacizumab) changes in IMGT chemical classes. In con-
trast, the V-KAPPA of the chimeric cetuximab and rituximab
have 6 and 8 changes in IMGT aa chemical classes, respec-
tively. The comparison of domain sequences with the IMGT
Colliers de Perles statistical profiles will be useful to identify
potential immunogenic residues at given positions.

In conclusion, analysing the variable domains of rmAbs
currently approved for cancer treatment by using the
IMGT/3Dstructure-DB database and the IMGT/V-QUEST
tool has proven to be particularly useful to interpret fur-
ther their antigen binding properties and their genetic origin.
Jumping from this analysis to the prediction of immunogenic-
ity of chimeric or humanized rmAbs is not currently possible.
Nevertheless, the IMGT standards provide the means to
analyse and compare the chemical and genetic properties
of different rmAbs and thus represent a first and crucial
step in the evaluation of immunogenicity. Future approaches
will have to take into account the genetic polymorphisms in
humans, particularly in MHC molecules and factors modu-
lating immune response in patients.
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3-2-2 Analyse structurale des domaines variables des anticorps thérapeutiques

ciblant le TNF-α

3-2-2-1 Analyse IMGT des séquences peptidiques de l’infliximab, du certolizumab pegol et

de l’adalimumab

Les séquences peptidiques des domaines VH et V-KAPPA de l’infliximab, du

certolizumab pegol et de l’adalimumab ont été alignées (Figure 17). L’utilisation des outils et

de la nomenclature IMGT permet de localiser leurs régions FR-IMGT et CDR-IMGT

(Lefranc et al., 2003). Seul l’infliximab présente un site de N-glycosylation sur ses domaines

variables, localisé en position 47 sur le FR2-IMGT du domaine V-KAPPA (Figure 17). La

séquence consensus de N-glycosylation (Asn-X-Thr/Ser, où X peut être n’importe quel acide

aminé sauf une proline) peut être portée par les domaines variables des chaînes légères κ ou λ

comme par les domaines variables de chaîne lourde. Nous avons également identifié cette

séquence sur les domaines variables d’autres anticorps thérapeutiques, en particulier sur les

domaines VH et V-KAPPA du cetuximab (article n°4). La plupart du temps, cette séquence

consensus semble être le résultat de mutations somatiques et serait donc  absente des

séquences germinales (Jefferis, 1993). Cependant, dans le cas de l’infliximab, la comparaison

de la séquence peptidique de son domaine V-KAPPA au répertoire murin germinal des

produits de gènes IGKV (puisque l’infliximab porte des domaines variables d’origine murine)

montre que le gène IGKV le plus proche en termes d’homologie de séquence (Tableau XIII)

présente déjà ce site. Celui-ci interagit sans doute peu avec le site de liaison à l’antigène,

puisque qu’il se situe sur le côté opposé au paratope, comme le montre la représentation du

domaine V-KAPPA de l’infliximab en Collier de Perles (Figure 18). Il s’agit finalement d’un

site putatif puisqu’aucun glycanne ne l’occupe (Jefferis et Watier, données non publiées).
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Figure 18 : Colliers de Perles IMGT des domaines VH et V-KAPPA de l’infliximab, du certolizumab
pegol et de l’adalimumab. Les Colliers de Perles IMGT sont représentés en une (one layer) ou deux couches
(two layers) et les acides aminés sont indiqués par leur code à une lettre. Les positions pour lesquelles des acides
aminés hydrophobes (I, V, L, F, C, M, A) et le tryptophane (W) sont retrouvés dans plus de 50% des séquences
analysées sont figurées en bleu. Toutes les prolines sont figurées en jaune. Les CDR1-IMGT (boucle BC),
CDR2-IMGT (boucle C’C’’) et CDR3-IMGT (boucle FG) sont limités par des positions d’ancrage, représentées
par des perles carrées, appartenant aux FR-IMGT flanquants. Les flèches indiquent la direction des feuillets béta.
Pour les domaines VH, les CDR1-IMGT sont en rouge, les CDR2-IMGT en orange et les CDR3-IMGT en
violet. Pour les domaines V-KAPPA, les CDR1-IMGT sont en bleu, les CDR2-IMGT en vert et les CDR3-
IMGT en vert émeraude (Ruiz et al., 2002). Les Colliers de Perles IMGT en deux couches montrent au premier
plan les feuillets GFCC’C’’ et au second les feuillets ABED. Les perles hachurées représentent les positions
manquantes selon la numérotation IMGT (Lefranc et al., 03). Les points noirs marquent sur les représentations
du domaine V-KAPPA de l’infliximab l’asparagine (N) du motif de N-glycosylation (voir aussi Figure 17). Les
séquences encadrées en rouge sur les domaines V-KAPPA de l’infliximab et de l’adalimumab correspondent aux
motifs d’agrégation (voir aussi Figure 17).

L’alignement des séquences (Figure 17) permet également de calculer l’homologie

entre anticorps chimérique et humanisé, humanisé et complètement humain et enfin

chimérique et complètement humain. En raison de la grande homologie qui existe entre les

séquences FR-IMGT du certolizumab pegol et de l’adalimumab (85% pour VH et 92% pour

V-KAPPA) due à leur construction, les séquences des FR-IMGT (Tableau XII) des domaines

VH de l’infliximab sont aussi  proches du certolizumab pegol (76%) que de l’adalimumab

(74%). La même observation peut être faite à propos des domaines V-KAPPA : 57% versus

61% respectivement. En revanche, les pourcentages d’homologie obtenus pour les séquences

entières sont un peu plus faibles que ceux observés pour les FR-IMGT en raison de la

variabilité des séquences des CDR-IMGT (Tableau XII).

Tableau XII : Homologie des séquences des trois anticorps anti-TNF-α avec ou sans les

régions CDR-IMGT

% d’homologie (acides aminés identiques/acides aminés totaux)

Séquences entières Séquences FR-IMGT uniquement

Comparaison

VH V-KAPPA VH V-KAPPA

infliximab / certolizumab
pegol

64% (76/120aa) 55% (59/108aa) 76% (69/91aa) 57% (51/89aa)

certolizumab pegol /
adalimumab

71% (85/120aa) 84% (91/108aa) 85% (77/91aa) 92% (82/89aa)

infliximab / adalimumab 62% (74/120aa) 56% (60/108aa) 74% (67/91aa) 61% (54/89aa)
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La base de données IMGT permet de comparer les séquences des domaines variables

d’anticorps à différents répertoires (IMGT/DomainGapAlign et IMGT/V-QUEST (Brochet et

al., 2008 ; Ehrenmann et al., 2010)). Ces répertoires de référence, d’origine murine et

humaine en ce qui concerne les anticorps thérapeutiques utilisés en médecine, correspondent

aux gènes IGHV, IGHD et IGHJ d’une part et IGKV, IGKJ d’autre part, non réarrangés. Les

résultats de cette comparaison sont montrés dans le tableau XIII où sont donnés les gènes les

plus vraisemblablement impliqués dans la construction des trois anticorps d’intérêt. Les

domaines variables de l’anticorps chimérique, c’est-à-dire l’infliximab, sont comparés au

répertoire murin. Son domaine VH dérive des gènes IGHV6-6*02 (89,0% d’identité),

IGHD1-1*01 et IGHJ2*01 (92,3%) et son domaine V-KAPPA dérive des gènes IGKV5-

48*01 (93,7%) et IGKJ4*01 (83,3%) (Tableau XIII).

Tableau XIII : Gènes IMGT V, (D) et J impliqués dans la construction des anticorps

thérapeutiques ciblant le TNF-α humain

VH V-KAPPAAnticorps
Gènes IGHV, IGHD et IGHJ CDR-IMGT Gènes IGKV et IGHJ CDR-IMGT

Anticorps  chimérique : comparaison avec la lignée germinale des gènes V, (D) et J de la souris (Mus musculus).

infliximab (Remicade®) IGHV6-6*02 (89,0%)
(IGHV3-72*01 humain 70%)
IGHD1-1*01
IGHJ2*01 (92,3%) (IGHJ6*01
humain 72,2%)

[8.10.11] IGKV5-48*01 (93,7%) (IGKV6-
21*01 humain 67,4%)
IGKJ4*01 (83,3%) (IGKJ2*01
humain 66,7%)

[6.3.9]

Anticorps humanisé : comparaison avec la lignée germinale des gènes V et J de l’homme (Homo sapiens). Les gènes IGHD,
d’origine murine, ne sont pas mentionnés.
certolizumab pegol
(Cimzia®)

IGHV3-48*01 (76,5%)
IGHJ6*01 (73,7%)

[8.8.11] IGKV1-16*01 (85,3%)
IGKJ1*01 (100%)

[6.3.9]

Anticorps complètement humain : comparaison avec la lignée germinale des gènes V, D et J de l’homme (Homo sapiens).
adalimumab (Humira®) IGHV3-9*01 (93,9%)

IGHD6-6*01
IGHJ4*01 (92,9%)

[8.8.14] IGKV1-27*01 (95,8%)
IGKJ2*01 (91,7%)

[6.3.9]

Les pourcentages d’identité sont calculés par comparaison des séquences peptidiques des domaines
VH et V-KAPPA des anticorps, avec les V-REGION et J-REGION les plus proches des répertoires
murin et humain. Les V-REGION sont comparées entre les positions 1 et 106 pour VH et entre 1 et
111 pour V-KAPPA, grâce à l’outil IMGT/DomainGapAlign (http://www.imgt.org ; Ehrenmann et al.,
2010). Les pourcentages affectant les gènes IGHJ et IGKJ ne sont qu’indicatifs étant donnée la faible
taille de ces séquences.
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La comparaison des séquences des V-REGIONs de VH et VL de l’infliximab aux

gènes IGHV et IGKV de la lignée germinale murine les plus proches, avec IMGT/V-QUEST,

permet l’identification des acides aminés résultant d’hypermutations somatiques survenues

chez la souris : elle montre que l’infliximab est fortement muté. Quatorze mutations (2 sur

CDR1-IMGT, 4 CDR2-IMGT, 7 sur FR3-IMGT et 1 sur CDR3-IMGT) sont répertoriées sur

le domaine VH dont une, seulement, est silencieuse. Le domaine V-KAPPA de l’infliximab

présente 9 mutations dont 1 est silencieuse (4 sur CDR1-IMGT, 1 sur FR2-IMGT, 2 sur FR3-

IMGT et 2 sur CDR3-IMGT).

En ce qui concerne le certolizumab pegol, anticorps humanisé, la recherche des

mutations n’est pas réalisable en raison de la double origine murine et humaine de ses

domaines variables. Cependant, il est possible de comparer ces séquences au répertoire

humain, analyse intéressante pour les gènes codant les régions humaines de VH et VL, c’est-

à-dire les gènes V et J (Tableau XIII). Les homologies relevées montrent 76,5% d’identité

avec IGHV3-48*01 et 73,7% avec IGHJ6*01 en ce qui concerne VH, 85,3% avec IGKV1-

16*01 et 100% avec IGKJ1*01 pour VL. La même analyse réalisée pour l’adalimumab

montre des pourcentages d’identité plus élevés que ceux obtenus pour le certolizumab pegol :

91,7%-95,8% pour IGHV3-9*01, IGHJ4*01, IGKV1-27*01 et IGKJ2*01. La recherche de

mutations par rapport aux gènes IGHV et IGKV les plus proches dans la lignée germinale

humaine, montre 15 (3 sur FR1-IMGT, 2 sur FR2-IMGT, 4 sur CDR2-IMGT, 5 sur FR3-

IMGT et 1 sur CDR3-IMGT) et 13 mutations (3 sur FR1-IMGT, 3 sur CDR1-IMGT, 3 sur

FR2-IMGT, 1 sur FR3-IMGT et 3 sur CDR3-IMGT) respectivement pour l’adalimumab. Sept

sur 15 mutations sont silencieuses pour IGHV et 8 sur 13 pour IGKV.

3-2-2-2 Analyse des séquences peptidiques des domaines VH et VL en tant que source

d’immunogénicité.

3-2-2-2-1 Divergence inter-espèce

En raison de sa structure chimérique, le seul anticorps anti-TNF-α humain qui puisse

se prêter à une analyse permettant d’évaluer la divergence inter-espèce est l’infliximab. Il est

possible d’analyser ses séquences peptidiques VH et VL, en les comparant virtuellement au
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répertoire germinal humain (IMGT/DomainGapAlign). Cela revient finalement à rechercher

les gènes V, (D) et J issus de la lignée germinale humaine qui auraient pu être impliqués dans

la construction de l’infliximab, si celui-ci avait été complètement humain. Les pourcentages

d’homologie obtenus (Tableau XIII) sont plus faibles (66,7%-72,2%) que ceux observés avec

le répertoire murin (83,3%-93,7%), illustrant la divergence entre les deux répertoires humain

et murin. Cette observation est confirmée par la comparaison des séquences des FR-IMGT

des trois anticorps (Tableau XII) montrant que ces séquences pour un chimérique sont aussi

éloignées de celles d’un anticorps humanisé que d’un anticorps complètement humain.

Il est également possible d’analyser les FR-IMGT, séquences beaucoup plus

conservées que les CDR-IMGT par définition, en comparant leurs séquences au répertoire

humain des IgG et de mesurer ce que Pelat et collaborateurs ont appelé l’index de germinalité

(germinality index, Pelat et al., 2008) (Tableau XIV). Il s’agit de mesurer la proportion

d’acides aminés conservés sur les 8 FR-IMGT, entre la séquence d’intérêt et le gène V de la

lignée germinale humaine le plus homologue. Ces auteurs proposent que cet index soit

prédictif de la tolérance pour l’anticorps.

Tableau XIV : Index de germinalité de l’infliximab, du certolizumab pegol et de

l’adalimumab. Pour chaque anticorps et chacun de leur 8 FR-IMGT figurent le nombre

d’acides aminés différents entre la séquence des FR-IMGT et les gènes V et J les plus proches

dans le répertoire humain ainsi que le nombre total d’acides aminés par FR-IMGT (n/n’).

L’index de germinalité correspond au rapport entre le nombre de résidus conservés pour les

domaines VH et VL et le nombre total de résidus des 8 FR-IMGT, soit Σ(n’-n)/ Σn’.

VH VLAnticorps

FR1-IMGT FR2-IMGT FR3-IMGT FR4-IMGT FR1-IMGT FR2-IMGT FR3-IMGT FR4-IMGT

Index de
germinalité

infliximab 5/25 aa 5/17 aa 9/38 aa 8/10 aa 11/26 aa 6/17 aa 9/36 aa 3/10 aa 0,687

certolizumab
pegol

0/26 aa 3/17 aa 7/39 aa 1/11 aa 1/26 aa 3/17 aa 3/36 aa 0/10 aa 0,901

adalimumab 0/25 aa 1/17 aa 3/38 aa 0/11 aa 0/26 aa 1/17 aa 0/36 aa 1/10 aa 0,966

L’index de germinalité est d’autant plus élevé que l’anticorps anti-TNF-α est humain

(Tableau XIV) ce qui laisserait penser que l’adalimumab (0,966) est beaucoup moins

immunogène que l’infliximab (0,687). Cependant, l’adalimumab comme l’infliximab sont

connus pour induire une réponse de type anti-anticorps thérapeutiques chez certains patients
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auxquels ils sont administrés. En ce qui concerne le certolizumab pegol, les résultats de

l’index de germinalité (0,901) et du pourcentage d’homologie avec le répertoire germinal

humain (76,5% pour IGHV) sont surprenants et un peu contradictoires.

3-2-2-2-2 Motifs d’agrégation

A l’aide des motifs recensés par Wang et collaborateurs (Wang et al., 2009), nous

avons pu localiser sur la séquence du domaine variable de chaîne légère de l’infliximab, une

région de 5 acides aminés chevauchant le FR3-IMGT et le CDR3-IMGT (Figures 17 et 18).

De même, un motif de 6 acides aminés a été identifié sur le domaine variable de chaîne légère

de l’adalimumab chevauchant FR2-IMGT et CDR2-IMGT (Figures 17 et 18). En revanche,

aucune région propice à l’agrégation n’a été retrouvée sur le domaine VL du certolizumab

pegol ainsi que sur les séquences des trois domaines VH des trois anticorps.
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3-3 Analyse de facteurs génétiques candidats pouvant influencer

l’inmmunogénicité de l’infliximab

3-3-1 Article n°5 : IgG1 heavy chain-coding gene polymorphism (G1m

allotypes) and development of antibodies-to-infliximab

Charlotte Magdelaine-Beuzelin, Séverine Vermeire, Margaret Goodall, Filip Baert, Maja

Noman, Gert Van Assche, Marc Ohresser, Danielle Degenne, Jean-Michel Dugoujon, Roy

Jefferis, Paul Rutgeerts, Marie-Paule Lefranc, Hervé Watier. Pharmacogenet Genomics 2009,

19, 383-387.



Original article 1

IgG1 heavy chain-coding gene polymorphism (G1m allotypes)
and development of antibodies-to-infliximab
Charlotte Magdelaine-Beuzelina,b,c, Séverine Vermeiref, Margaret Goodallh,
Filip Baertg, Maja Nomanf, Gert Van Asschef, Marc Ohressera,b,
Danielle Degenneb,c, Jean-Michel Dugoujond, Roy Jefferish, Paul Rutgeertsf,
Maire-Paule Lefrance and Hervé Watiera,b,c

Objective The chimeric anti-tumor necrosis factor-a
antibody infliximab is known to induce antibodies-to-

infliximab (ATI) in some treated patients. Immunogenicity

in murine variable domains is expected; however,

constant domains of its human heavy c1 chain may also

be implicated as it expresses G1m1 and G1m17 allotypes.

This allelic form may be immunogenic in patients that are

homozygous for the G1m3 allotype commonly expressed

in Caucasoid populations.

Methods As G1m allotypic divergence may explain the

presence of ATI or may influence their concentration,

a genotyping method was developed and validated to

determine antithetical (i.e. mutually exclusive) G1m3 and

G1m17 allotypes (amino acid 120 of CH1 according to the

international ImMunoGeneTics information system unique

numbering) at the IGHG1 gene level (CH1 359g/a

nucleotide polymorphism). Two hundred forty-five blood

donors and 118 previously described patients suffering

from Crohn’s disease, treated with infliximab, and having

developed ATI in 73 of them, were genotyped.

Results The IGHG1 CH1 359g/a polymorphism does not

depart from the Hardy–Weinberg equilibrium in the control

population, and allele frequencies were similar in controls

and patients. No association was found between the

patient G1m allotypes and the presence of ATI or their

concentration. It remains possible that anti-Gm1

antibodies are not well detected by the enzyme-linked

immunosorbent assays used for ATI detection and/or

that the G1m allotypes are minor antigens on IgG1.

Conclusion The IGHG1 polymorphism does not seem

to play a major role in the induction of ATI. Further analyses

will be required to determine whether it is also the case

for humanized or fully human antibodies bearing the

same G1m allotypes. Pharmacogenetics and Genomics

00:000–000 �c 2009 Wolters Kluwer Health | Lippincott

Williams & Wilkins.
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Tel: + 33 247 47 38 74; fax: + 33 234 38 94 12; e-mail: watier@med.univ-tours.fr

Received 25 August 2008 Accepted 5 February 2009

Introduction
The impact of infliximab immunogenicity in the form of

increased risk of infusion reactions and reduced duration

of therapeutic response was first demonstrated by some

of us in 2003 [1]. In this cohort of Crohn’s disease (CD)

patients, antibodies-to-infliximab (ATI) were detected in

about 61% of them after the fifth injection. Other studies

showed that 13 [2] to 36% [3,4] of CD patients and up to

47% of rheumatoid arthritis patients developed ATI [5–7].

It is therefore obvious that only a proportion of treated

patients developed an immune response to infliximab.

Infliximab immunogenicity probably results from the

presence of murine variable domains within this chimeric

anti-tumor necrosis factor-a IgG1k antibody [8]. However,

in early animal experiments, it was noticed that poly-

morphisms in the constant regions (allotypes) also con-

tributed to immunogenicity of chimeric antibodies [9].

Allotypes of heavy g1 chains are defined as G1m allotypes

(Table 1 and Fig. 1) and those of the light k chains as Km

allotypes [14]. From its published sequences [15], it can be

deduced that infliximab g1 chains probably bear the G1m1,

17 and Km3 allotypes [14]. Although the Km3 allotype is

very common in Caucasoid populations (0.90) [14], the

G1m1, 17 allotype is much less frequent (0.15–0.35) than

G1m3 (0.65–0.85) (Table 1) [14,16]. As a consequence, it

is expected that, in a Caucasoid population, 42–72% of the

patients are homozygous for the G1m3 allotype and are

administered with a therapeutic IgG1 antibody bearing the

antithetical G1m1, 17 allotype.

1744-6872 �c 2009 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins DOI: 10.1097/FPC.0b013e32832a06bf



We therefore hypothesized that the risk to develop ATI could

be dependent on G1m allotypes. To avoid interferences with

circulating infliximab, which would affect the patients G1m

serological determination, we first developed a genotyping

method for the determination of the G1m3 and G1m17

allotypes. The method is based on the IGHG1 CH1

nucleotide (nt) polymorphism at position 359g/a (Table 1

and Fig. 1). We then analysed the patients G1m allotypes in

relation with the presence of ATI or their concentration. An

in-house enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)

developed for ATI determination was also evaluated for its

ability to detect anti-G1m allotypes.

Methods
Patients and controls

One hundred eighteen CD patients from the cohort

already described by Baert et al. [1] were genotyped. Two

hundred forty-five blood donors (from the Etablissement

Français du Sang Centre-Atlantique, Tours, France) were

also included in this study. All of them were genotyped

and the sera of 44 of them were subjected to G1m

allotyping by serological methods. Six control sera

containing anti-G1m allotype antibodies were obtained

from the Centre d’Anthropologie in Toulouse (France):

four displayed anti-G1m1 specificity and low-to-high

hemagglutination titers, and two others displayed anti-

G1m17 specificity and low titers.

G1m allotype serological determination

G1m allotype serological determination of therapeutic

IgG1 monoclonal antibodies

Infliximab and alemtuzumab (Schering-Plough, Levallois-

Perret, France), basiliximab (Novartis, Huningue, France),

daclizumab, rituximab, trastuzumab (Roche, Neuilly, France),

and cetuximab (Merck, Lyon, France) were subjected to

allotype determination by inhibition of hemagglutination

(HAI). Briefly, sheep red blood cells (srbcs) were coated with

a purified preparation of IgG1 myeloma protein of either

G1m3 or G1m1, 17 allotype using chromium chloride [17].

The monoclonal antibodies HP 6027 anti-G1m3 (The

Medical School, University of Birmingham, Birmingham,

UK) [18], HP 6184 anti-G1m1, and HP 6189 anti-G1m17

(Central Laboratory of The Netherlands Red Cross Blood

Transfusion Service, Amsterdam, The Netherlands) [19]

were titrated against the coated srbcs and the end point

was determined as the highest dilution where agglutination

was still obvious, or minimum hemagglutinating dose. The

therapeutic antibodies were each titrated from 50mg/ml in

a series of 11 doubling dilutions. Twice the concentration of

monoclonal antibodies (2 minimum hemagglutinating dose)

and the diluted therapeutic antibodies or control were

added in each well before srbcs. The plates were then

allowed to settle at room temperature. If HAI had

occurred, the srbcs would fall into a button; no inhibition

would resemble the control of a carpet of agglutinated

cells over the bottom of the well. The results were very

obvious with either total agglutination or tight buttons.

G1m allotype serological determination on blood

donor sera

Forty-four sera samples among the 245 obtained from

blood donors were tested for G1m allotypes at the Centre

d’Anthropologie in Toulouse, France, using the standard

method of inhibition of agglutination [20].

Table 1 Human IG c1 chain (G1m) allotypes and corresponding
IGHG1 alleles

G1m allotypes IGHG1 allele names Amino acid positionsa

CH1b CH3b

120 12 14

(97) (16) (18)
214 356 358

G1m1, 17 IGHG1*01 Lys K Asp D Leu L
IGHG1*02 aaa gat ctg

G1m3 IGHG1*03 Arg R Glu E Met M
aga gag atg

aAmino acid numbering in bold is according to international ImMunoGeneTics
information system unique numbering for C-domain [10] (IMGT Repertoire,
http://www.imgt.org), between parentheses: exon numbering [11] and in italics:
EU numbering [11].
bCH1 Lys 120 determines the G1m17 allotype, whereas CH3 Asp 12 and
Leu 14 determine the G1m1 allotype (present on G1m1, 17 g1 chains). CH1 Arg
120 determines the G1m3 allotype (present on G1m3 g1 chains) [9].
Nucleotides highlighted in bold in codon 120 are those characterized by the
IGHG1 CH1 359g/a genotyping method used in this study.

Fig. 1

G1m17

G1m1

VH

VL

CH1

CL

CH2

CH3

Localization of the amino acids corresponding to the G1m1 and G1m17
allotypes on three-dimensional structure of a human IgG1k. Space-filling
representation of the monoclonal antibody b12 directed against the HIV
envelope glycoprotein gp210 [12] (Protein Data Bank and international
ImMunoGeneTics information system (IMGT)/3Dstructure-DB, http://
www.imgt.org 1 hzh). Figure generated with VMD software [13]. The
two identical heavy g1 chains, indicated in grey and black have one
variable domain VH and three constant domains CH1, CH2, and CH3,
and the two identical light k chains in pale-grey have one variable domain
VL and one constant domain CL. Heavy and light chains are linked
together with disulfide bonds. The analysis of the sequence suggests
that the heavy g1 chains of this IgG1k bear G1m1, 17 allotypes. The
corresponding amino acids are colored in white: the lysine at position 120
of CH1 according to the IMGT unique numbering [10] corresponds to the
G1m17 allotype [9] (Table 1). The asparagine and the leucine at positions
12 and 14, respectively of CH3 according to the IMGT unique numbering
[10] correspond to the G1m1 allotype [9] (Table 1).
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IGHG1 CH1 359g/a genotyping method

In this multiplex allele-specific PCR, the 20ml reaction

mixture contained the following: 50 ng genomic DNA,

1 mmol/l MgCl2 (Eurobio, Les Ulis, France), 200mmol/l of

each deoxyribonucleotide triphosphate (MBI Fermentas,

Mundolsheim, France), 20 pmol of sense primer 20-mer,

50-CCCCTGGCACCCTCCTCCAA-30 (IGHG1 CH1 codons

6–12, nt 16–35 according to the international ImMuno-

GeneTics information system unique numbering [10])

(Proligo, Paris, France); 4 pmol of 359g-antisense primer

19-mer, 50-GCTGGCCTCTCACCAACTC-30 (nt 359 in

bold) (Proligo); 10 pmol of 359a-antisense primer 37-mer,

50-TAATAAAATACTTTTTATACTGGCCTCTCACCAACTT-30

(non-IG sequence added for primer length extension, in

italics) (Proligo), 0.5 U of EurobioTaq DNA polymerase

(Eurobio) in its buffer (67 mmol/l Tris–HCl, pH 8.8;

16 mmol/l (NH4)2SO4; 0.01% Tween 20). The PCR

amplification profile was as follows: initial denaturation

at 941C for 5 min, followed by 40 cycles of denaturation at

941C for 1 min, annealing at 65.61C for 1 min and

extension at 721C for 1 min. This amplification was

performed on Bio-Rad thermocycleur (Bio-Rad, Marnes-

La-Coquette, France). The PCR products were separated

in an 8% precast polyacrylamide gel (Invitrogen, Cergy

Pontoise, France) and visualized after ethidium bromide

staining. The observed PCR products of 281 and 299 base

pairs long correspond to G1m3 (amplified with the

359g-antisense primer) and to G1m17 (amplified with

the 359a-antisense primer), respectively (Table 1).

Enzyme-linked immunosorbent assays

Detection and quantification of antibodies-to-infliximab

Quantification of ATI in serum was based on a ‘double

antigen format’ ELISA. As described earlier [1], ATI

in patients sera were detected by an ELISA from Pro-

metheus Laboratories (San Diego, USA) calibrated with

affinity-purified polyclonal rabbit anti-mouse IgG F(ab)02.

The cut-off value was determined at 1.69 mg/ml.

An in-house double antigen format ELISA was also devel-

oped. Briefly, microtiter plates (Nunc-Immuno Plate

Maxisorp surface, Brand Products, Illkirch, France) were

coated with infliximab, and the presence of ATI in tested

sera was revealed by horseradish peroxydase-labeled

infliximab (labeling by Protéogénix, Oberhausbergen,

France). Calibration was based on a mouse anti-human

IgG all subclasses monoclonal antibody (provided by

M.G.). Ortho-phenylene diamine (Sigma-Aldrich, Lyon,

France), substrate of horseradish peroxydase is added and

the microplate is read at 492 and 620 nm.

Evaluation of the detection of anti-G1m1

and anti-G1m17 antibodies

To evaluate whether the in-house ELISA developed

for ATI was detecting anti-G1m1 and anti-G1m17

antibodies, which may arise as part of the ATI in patients

with Gm3 allotypes, control sera with anti-G1m1 or

anti-G1m17 specificities (provided by JMD) were tested

in the ELISA assay.

Statistical methods

Exact tests (GENEPOP software [21]) were used to test

departure at the Hardy–Weinberg equilibrium, genic and

genotypic differentiation of various populations and

subpopulations studied. Significance threshold of P value

was fixed at 0.05.

Results
The G1m allotypes, G1m1, G1m3, and G1m17, were

determined for seven IgG1 therapeutic antibodies by

HAI (Table 2). Four of them bear G1m1, 17 allotypes

(alemtuzumab, daclizumab, infliximab, and rituximab),

two are G1m3 positive (basiliximab and cetuximab).

Trastuzumab has only the G1m17 allotype, in agreement

with the G1m1 allotype being engineered out [22].

Determination of G1m allotypes in sera from 44 blood

donors by HAI was 100% concordant with IGHG1 CH1

359g/a genotyping from the same blood donors. IGHG1

CH1 359g/a genotyping therefore performed in 201 other

blood donors (245 total) (Fig. 2 and Table 3) showed that

the expected frequencies of each genotype, 50.7, 41.0,

Table 2 Serological G1m allotype determination of therapeutic
IgG1 monoclonal antibodies

HP 6027
anti-G1m3

HP 6184
anti-G1m1

HP 6189
anti-G1m17

Therapeutic antibodies
Alemtuzumab – + +
Basiliximab + – –
Cetuximab + – –
Daclizumab – + +
Infliximab – + +
Rituximab – + +
Trastuzumab – – +

Positive controls
IgG1m3 + – –
IgG1m1, 17 – + +

Fig. 2

1

299 bp

281 bp

2 3 4 5 6 7 8

IGHG1 CH1 359g/a genotyping results for some healthy blood
donors. Polyacrylamide gel (8%) electrophoresis of PCR products from
seven healthy blood donors (n = 44) with annealing at 65.61C and
1 mmol/l of MgCl2. Blood donors in lanes 1, 5, and 6 are homozygous
IGHG1 CH1 359a/a, in lanes 2, 3, and 4 are homozygous IGHG1
CH1 359g/g, and in lanes 7 and 8 are heterozygous IGHG1 CH1
359g/a, expressing G1m17 or G1m3 or G1m3 and G1m17 on their
IgG1, respectively.
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and 8.3% for IGHG1 CH1 359g/g, 359g/a, and 359a/a,

respectively, were very similar to the observed frequencies

(Table 3), indicating that this population was in the

Hardy–Weinberg equilibrium for these genotypes. Very

similar genotype and allele frequencies were also

observed in the cohort of 118 CD patients. This cohort

was then divided into two groups, based on the presence

or absence of ATI [1], and the ATI positive patients were

further divided into two subgroups based on the ATI

concentration (with a threshold of 8 mg/ml, defined as

clinically relevant [1]). As shown in Table 3, no difference

in IGHG1 genotype frequency was observed whatever

the presence of ATI. There was also no difference when

the ATI concentration was considered. The frequency of

ATI and their mean concentrations were also similar

whether patients were IGHG1 CH1 359g/g homozygotes

(that is bearing the G1m3 allotype, antithetical to the

infliximab G1m17 allotype) or IGHG1 CH1 359a carriers

(not shown).

To evaluate whether the in-house ELISA developed for

ATI was detecting anti-G1m1 and anti-Gm17 antibodies

which may arise as part of the ATI in patients with Gm3

allotypes, six control sera, four containing anti-G1m1

antibodies, and two containing anti-G1m17 antibodies

were tested in the ELISA assay (Fig. 3). The three sera,

which gave a significant signal in ELISA were those

characterized by an anti-G1m1 specificity but also

by high hemagglutination titers (Z 1 : 32). The two

anti-G1m17 sera did not provide any signal.

Discussion
IGHG1 appears as a good candidate gene influencing

infliximab immunogenicity because this drug bears the

G1m1, 17 allotypes, which are present at low frequency in

Caucasoid populations (Table 1). We studied 245 healthy

blood donors among whom 44 allowed us to validate the

G1m3/17 (IGHG1 CH1 359g/a) genotyping method and

then a cohort of 118 patients suffering from CD

previously studied for their ATI status [1]. None of the

considered groups departs from the Hardy–Weinberg

equilibrium. The comparison of ‘healthy blood donors’

versus the whole cohort of treated patients, ‘ATI negative’

versus ‘ATI positive’, ‘ATI of less than 8 mg/ml’ versus ‘ATI

of greater than 8 mg/ml’, with an exact test for population

differentiation does not show a significant difference in

genotype distribution or alleles frequencies (Table 3).

The statistical tests adapted to the limited numbers in

each group or subgroup did not reveal any tendency to an

association between IGHG1 polymorphism and ATI

production suggesting that enlarging the cohort would

not modify the results. The first explanation to the fact

that no association was found between the presence of

ATI or their concentrations and G1m allotypes could be

the inability of the ATI double-antigen ELISA to detect

anti-allotype antibodies [1]. The evaluation of the in-

house ELISA for the detection of anti-G1m1 and anti-

G1m17 antibodies shows that control sera containing

anti-G1m1 antibodies gave positive results, provided that

they were at high hemagglutination titers. In contrast,

three control sera, one anti-G1m1 and two anti-Gm17,

which had low hemagglutination titers gave negative

results. Although these negative results may be explained

Table 3 IGHG1 CH1 359g/a genotyping in 118 Crohn’s disease patients treated with infliximab

IGHG1 CH1-359 genotype (G1m phenotype) Alleles frequencies

Patients HWEa g/g (3/3) (%) g/a (3/17) (%) a/a (17/17) (%) pb g (%) a (%) pb

Blood donors (n = 245) NS 127 (51.8) 95 (38.8) 23 (9.4) 0.675 71.2 28.8 0.659
Crohn’s patients (n = 118) NS 60 (50.8) 44 (37.3) 14 (11.9) 69.5 30.5
ATI negative (n = 45) NS 25 (55.5) 16 (35.5) 4 (8.9) 0.416 73.3 26.7 0.378
ATI positive (n = 73) NS 35 (47.9) 28 (38.3) 10 (13.7) 67.1 32.9
ATI < 8 mg/ml (n = 32) NS 16 (50.0) 12 (37.5) 4 (12.5) 0.744 68.8 31.2 0.725
ATI > 8 mg/ml (n = 41) NS 19 (46.3) 16 (39) 6 (14.6) 65.9 34.1

ATI, antibodies-to-infliximab; HWE, Hardy–Weinberg equilibrium; NS, Non significant.
aExact test for the Hardy–Weinberg equilibrium.
bExact test for populations differentiation.

Fig. 3
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Evaluation of the detection of anti-G1m1 and anti-G1m17 antibodies from
control sera. Six control sera with anti-G1m antibodies were tested in the
in-house enzyme-linked immunosorbent assays developed for antibodies-
to-infliximab: four contained anti-G1m1 antibodies (A, B, C, and D) and
two anti-G1m17 antibodies (E and F). The capture of anti-G1m antibodies
on coated infliximab and horseradish peroxydase-labeled infliximab in a
‘double antigen format’ assay was observed for three anti-G1m1 sera with
high hemagglutination titers (serums B, C, and D). Sera with low
hemagglutination titers (one anti-G1m1 and the two anti-G1m17) were
undetectable (serums A, E, and F).
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by the low titers, they might also be because of epitope

masking or to steric hindrance owing, for example to the

localization of the Gm17 allotype on CH1.

Another explanation for the lack of association between

the presence of ATI or their concentrations and G1m

allotypes could be that the G1m17 allotype, which

corresponds to one amino acid change in the IGHG1

CH1 domain (Table 1, Fig. 1 and [9]) behaves as a minor

antigenic determinant when compared with the infliximab

variable domains which likely dominate the ATI response.

In contrast, it has been suggested that the two amino acid

changes in the CH3 domain that characterize the G1m1

allotype is a possible helper T cell epitope [23] which

could be hypothesized to favor the development of

antibodies directed against any part of the therapeutic

antibody, comprising in the variable domains. This study

shows that it is probably not the case. However, allotypes

remain potential immunogenic B cell and T cell epitopes,

particularly for humanized or human therapeutic antibodies.

In this context, it has to be noted that trastuzumab has

been engineered with two amino acid changes IGHG1

CH3 D12 > E, L14 > M (Tables 1 and 2) to convert the

G1m1 allotype to the iso-allotype nG1m1, the resulting

g1 chain being Gm17, nG1m1, in an attempt to reduce

the risk of anti-G1m1 antibodies interfering with therapy

[22]. Whether IGHG1 polymorphism is a genetic factor

influencing immunogenicity of anti-tumor necrosis factor-a
antibodies and other therapeutic antibodies needs therefore

to be carefully studied in other cohorts of patients.

Acknowledgements
Authors are deeply grateful to Gérard Lefranc (Montpellier,

France) for helpful discussion. This study is carried out

with the support of the Fondation Langlois.

References
1 Baert F, Noman M, Vermeire S, Van Assche G, D’ Haens G, Carbonez A,

et al. Influence of immunogenicity on the long-term efficacy of infliximab in
Crohn’s disease. N Engl J Med 2003; 348:601–608.

2 Hanauer SB. Review article: safety of infliximab in clinical trials. Aliment
Pharmacol Ther 1999; 13 (Suppl 4):16–22.

3 Farrell RJ, Alsahli M, Jeen YT, Falchuk KR, Peppercorn MA, Michetti P.
Intravenous hydrocortisone premedication reduces antibodies to infliximab
in Crohn’s disease: a randomized controlled trial. Gastroenterology 2003;
124:917–924.

4 Miele E, Markowitz JE, Mamula P, Baldassano RN. Human antichimeric
antibody in children and young adults with inflammatory bowel disease
receiving infliximab. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2004; 38:502–508.

5 Bendtzen K, Geborek P, Svenson M, Larsson L, Kapetanovic MC, Saxne T.
Individualized monitoring of drug bioavailability and immunogenicity in
rheumatoid arthritis patients treated with the tumor necrosis factor a inhibitor
infliximab. Arthritis Rheum 2006; 54:3782–3789.

6 Haraoui B, Cameron L, Ouellet M, White B. Anti-infliximab antibodies in
patients with rheumatoid arthritis who require higher doses of infliximab to
achieve or maintain a clinical response. J Rheumatol 2006; 33:31–36.

7 Wolbink GJ, Vis M, Lems W, Voskuyl AE, De Groot E, Nurmohamed MT, et al.
Development of antiinfliximab antibodies and relationship to clinical
response in patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2006;
54:711–715.

8 Anderson PJ. Tumor Necrosis Factor inhibitors: clinical implications of their
different immunogenicity profiles. Semin Arthritis Rheum 2005; 34:19–22.

9 Bruggemann M, Winter G, Waldmann H, Neuberger MS. The
immunogenicity of chimeric antibodies. J Exp Med 1989; 170:2153–2157.
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3-3-2 Résultats complémentaires : polymorphisme FCGR3A-158V/F  et

développement des ATI

Le second polymorphisme d’intérêt FCGR3A-158V/F a été largement étudié par notre

équipe (Gruel et al., 2004 (Annexe n°1)). Nous avons réalisé le génotypage FCGR3A-158V/F

sur la même cohorte de patients belges que celle précédement décrite et analysé la fréquence

de ces génotypes en fonction du statut ATI des patients (Tableau XV). Les fréquences

d’allèles sont strictement comparables entre les témoins et les patients de l’étude, soit 40,0%

pour l’allèle V et 60,0% pour l’allèle F. De la même façon, il n’y a pas de différence de

fréquence de génotype entre les sujets, qu’ils aient développé des ATI ou non, et quelle que

soit la concentration d’ATI produite.

Tableau XV : Patients développant des ATI en fonction du génotype FCGR3A

Génotype FCGR3A-158 Fréquences des allèlesPatients HWE

V/V (%) V/F (%) F/F (%) p V (%) F (%) p

Témoins

(n=206)

NS 34 (16,5) 100 (48,5) 72 (35,0) 0,64 40,8 59,2 0,91

Patients Crohn

(n=120)

NS 16 (13,3) 64 (53,3) 40 (33,3) 40,0 60,0

ATI négatifs

(n=46)

NS 6 (13,0) 23 (50,0) 17 (37,0) 0,80 38,0 62,0 0,69

ATI positifs

(n=74)

NS 10 (13,5) 41 (55,4) 23 (31,1) 41,2 58,8

ATI<8mg/mL

(n=33)

NS 4 (12,1) 18 (54,6) 11 (33,3) 0,91 39,4 60,6 0,81

ATI>8mg/mL

(n=41)

NS 6 (14,6) 23 (56,1) 12 (29,3) 42,7 57,3

NS : il n’existe pas d’écart à l’équilibre d’Hardy-Weinberg (HWE)
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3-4 Discussion

Nous avons analysé les séquences des domaines variables des anticorps thérapeutiques

anti-cancéreux et anti-TNF-α afin d’en évaluer l’immunogénicité pour l’homme, puisque cela

n’est pas quantifiable en clinique. C’est pourquoi nous avons mesuré la divergence théorique

de ces séquences par rapport au répertoire humain germinal des gènes IGHV, IGHD et IGHJ

d’une part, IGKV et IGKJ d’autre part. L’extraction des séquences peptidiques des domaines

variables VH et V-KAPPA des brevets pour chacun de ces anticorps a permis leur analyse

selon la nomenclature et les outils IMGT (http://www.imgt.org).

L’analyse des séquences des six anticorps anti-cancéreux et des trois anti-TNF-α a

permis une description fine des séquences peptidiques de leurs domaines variables en

identifiant leurs CDR, FR, sites de N-glycosylation et hypermutations somatiques, mais

également d’explorer leur origine génétique. L’évaluation de la divergence des séquences

nucléotidiques de ces domaines variables par rapport à la lignée germinale humaine ne permet

pas d’affirmer l’immunogénicité de ces anticorps. Cependant, un point intéressant de

l’analyse est qu’elle pondère l’idée reçue selon laquelle les anticorps humanisés sont par

essence moins immunogènes que leurs homologues chimériques. En ce qui concerne les anti-

cancéreux, cette analyse a révélé que leurs domaines variables présentent avec les séquences

d’origine humaine les plus proches, une homologie de 55 à près de 80% pour les anticorps

chimériques, et de 72 à 100% pour les anticorps humanisés. De fait, les divergences observées

pour des anticorps de structure différente (chimériques versus humanisés) ne sont pas si

nettes. Cette observation est moins franche avec les anticorps anti-TNF-α. En effet, les

pourcentages d’homologie obtenus avec le répertoire humain, pour les séquences des

domaines variables du certolizumab pegol varient entre 74 et 100%, et entre 67 et 72%

lorsque les séquences correspondantes pour l’infliximab sont comparées à ce même répertoire

humain.

La localisation des hypermutations somatiques dans les domaines variables murins des

anticorps chimériques révèlent 11, 14 et 21 changements d’acides aminés pour le cétuximab,

le rituximab et l’infliximab, respectivement. Ce nombre de mutations est particulièrement

élevé pour l’infliximab : si dans la base IMGT, l’identification du gène IGHV murin ayant

participé à l’élaboration de l’anticorps est possible au prix de nombreuses mutations, cela

pourrait suggèrer que le gène réellement impliqué soit absent de cette base. Cependant, la

répartition des mutations sur les domaines VH des anticorps chimériques montre que
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curieusement ce sont les FR3-IMGT du cétuximab et de l’infliximab qui recensent le plus

grand nombre de mutations (5 sur 7 et 7 sur 14 mutations, respectivement) et que les autres

sont situées sur des CDR-IMGT. En ce qui concerne le rituximab, les mutations affectant ses

domaines VH se répartissent uniquement sur les FR-IMGT mais de façon un peu plus

homogène que pour les deux autres anticorps. Si la base IMGT est exhaustive, cette remarque

pourrait mettre en évidence l’influence structurale particulière des FR3-IMGT des domaines

VH dans l’affinité du paratope pour l’antigène cible, influence probablement en relation avec

l’orientation de la boucle CDR3-IMGT voisine, elle-même élément très important du

paratope.

Nous avons remarqué que l’index de germinalité du certolizumab pegol (0,901 pour

l’ensemble VH et VL et 0,881 pour VH seul) n’est pas corrélé à son pourcentage d’homologie

avec le répertoire humain (76,5% pour IGHV). L’index de germinalité compare les FR-IMGT

de l’anticorps et des gènes V et J humains les plus proches, alors que le pourcentage

d’homologie évalue l’identité entre la séquence du gène IGHV de l’anticorps et le gène IGHV

le plus proche dans le répertoire humain. Cette observation suggère que les FR-IMGT du

certolizumab pegol sont très proches de la lignée germinale humaine, et que ce sont les CDR-

IMGT qui supportent toute la variabilité, à la manière d’un anticorps complètement humain.

C’est un anticorps qui a donc été correctement humanisé, les CDR murines s’étant bien

adaptées aux régions charpentes humaines. Cependant, dans le cas de l’adalimumab, le

pourcentage d’homologie (94% pour IGHV) et l’index de germinalité (0,966) concordent

malgré la variabilité attribuée aux CDR-IMGT. Ceci pourrait signifier que les anticorps

humanisés ont des CDR1 et des CDR2-IMGT très différentes du répertoire germinal humain

en comparaison des anticorps complètement humains, plus qu’elles ne le seraient du seul fait

des hypermutations somatiques.

Nous n’avons pu, par ailleurs identifier les résidus impliqués dans l’interaction des

trois anticorps avec le TNF-α, car nous ne disposons d’aucune structure tridimensionnelle de

ces molécules, contrairement aux anticorps anti-cancéreux. L’identification de motifs

d’agrégation sur les séquences des anticorps thérapeutiques n’est pas un argument permettant

actuellement d’expliquer leur immunogénicité, mais présente une piste intéressante de

recherche.
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Il est impossible d’essayer de rapprocher ces résultats que ce soit les pourcentages

d’homologie ou les index de germinalité évaluant l’immunogénicité des anticorps anti-TNF-

α, de la proportion de patients développant des anticorps induits par ces molécules. Les

raisons en sont multiples : même en considérant l’utilisation de ces anticorps anti-TNF-α dans

une seule indication (en rhumatologie ou en gastroentérologie), les posologies peuvent varier

d’un protocole clinique à l’autre et surtout les techniques de dépistage des anticorps induits

sont loin d’être comparables. Il en résulte des proportions de patients immunisés toutes aussi

fluctuantes. La seule certitude à ce propos est qu’une fraction seulement des patients traités

développe une réponse immunitaire vis-à-vis des anticorps anti-TNF-α.

La recherche de facteurs génétiques pouvant contribuer à la variabilité inter-

individuelle de survenue des anticorps induits par l’infliximab dans la maladie de Crohn, nous

a conduit à envisager deux gènes candidats IGHG1 et FCGR3A. Le premier polymorphisme,

IGHG1-359G/A code les allotypes G1m3/G1m17 situés sur les domaines CH1 de la chaîne

lourde d’IgG1. Notre hypothèse de travail est que les régions constantes de l’infliximab

peuvent, comme ses domaines variables murins, être source d’immunogénicité. La fréquence

des génotypes IGHG1 de la cohorte belge de 118 patients traités par infliximab (Baert et al.,

2003) ne diffère pas selon le statut ATI des patients, ni la concentration produite. Nous avons

envisagé la possibilité que la technique de dépistage des ATI soit dans l’incapacité de détecter

les anticorps anti-G1m sans pouvoir la vérifier puisque le firme américaine Prometheus qui a

réalisé le dosage des ATI ne communique pas sur les performances de sa technique, qui n’est

par ailleurs pas publiée. Une autre explication pourrait être que les allotypes seraient des sites

antigéniques mineurs ce qui contraste avec les données actuelles et en particulier le choix

délibéré de modifier les allotypes portés par le trastuzumab pour le rendre potentiellement

moins immunogène (Carter et al., 1992).

Bien que le génotype FCGR3A-158V/V soit associé à une meilleure réponse

biologique au traitement par infliximab (Louis et al., 2004), nous montrons ici que le

polymorphisme FCGR3A n’est pas lié à l’incidence des ATI chez les patients traités. Ainsi,

l’hypothèse selon laquelle le FcγRIIIA-158V fixerait plus de complexes immuns TNF-α-

infliximab, ce qui sur les cellules dendritiques augmenterait la capture de ces complexes et

favoriserait ainsi la présentation de peptides issus de l’infliximab et les réponses ATI, ne

semble donc pas se vérifier. Du fait que plusieurs arguments expérimentaux impliquent la

portion Fc des immunoglobulines (Reitan & Hannestad, 2002) ainsi que les récepteurs FcγR

(Whitmer et al., 1997) dans l’induction d’une réponse anti-anticorps, il se peut que des
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récepteurs FcγR autres que le FcγRIIIA soient impliqués dans la capture des IgG et des

complexes immuns par les cellules dendritiques. En effet, c’est en l’absence de FcγRIA que la

capture des complexes immuns et la présentation des antigènes dérivant de ces complexes

semblent fortement compromises chez la souris (Barnes et al., 2002). Malheureusement aucun

polymorphisme fonctionnel du FCGR1A humain (codant FcγRIa) n’est actuellement décrit

pour tester cette hypothèse.

Bien que nos gènes candidats se soient révélés sans influence sur la survenue des ATI,

d’autres pistes de recherche s’annoncent très prometteuses : c’est le cas des polymorphismes

du promoteur de l’IL-10. Il est en effet connu que certains polymorphismes du promoteur de

l’IL-10, cytokine impliquée dans la formation des anticorps sont associés au développement

des anticorps induits par le facteur VIII recombinant, biomédicament du traitement de

l’hémophilie A (Astermark et al., 2006).  S’inspirant de ces travaux, Bartelds et

collaborateurs ont très récemment analysé la survenue des anticorps induits par l’adalimumab

chez 192 patients atteints de polyarthrite rhumatoïde. Ils ont confronté ces résultats aux

génotypes des patients pour les polymorphismes –2849A/G, -1082G/A et –819T/C du

promoteur de l’IL-10 et ont montré que le génotype –1082A/A est fortement associé à une

diminution significative de la fréquence des anticorps anti-adalimumab. Ils ajoutent que

l’haplotype AGC est associé quant à lui, à la formation de ces anticorps (Bartelds et al.,

2009). Il serait intéressant de confirmer ces données, mais également de complèter l’étude des

facteurs génétiques influençant la production des ATI par l’analyse de ces polymorphismes.
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4- Pharmacocinétique et biodistribution des anticorps

thérapeutiques : exemple de l’ophtalmologie

4-1 Introduction

A l’aide des anticorps anti-TNF-α, nous avons envisagé dans cette thèse les facteurs

liés à la structure de ces IgG et quelques aspects de leurs intéractions avec le système

immunitaire afin de mieux comprendre les éléments qui sous-tendent leur immunogénicité,

elle-même impliquée dans la variabilté PK de ces biomédicaments. Cependant, il semble que

d’autres paramètres, eux-mêmes directement liés à la PK des IgG soient à prendre en compte,

et le FcRn paraît être un bon candidat. C’est pourquoi, nous nous proposons, pour terminer le

chapître des résultats, de retourner à la clinique et aux enseignements théoriques que nous

pouvons tirer de l’utilisation des anticorps thérapeutiques, en ophtalmologie en particulier.

Cet article rapporte des données historiques concernant la sérothérapie oculaire mais

aussi des notions comtemporaines de structure (nomenclature IMGT), d’ingénierie et de PK

des anticorps recombinants, permettant de les comparer. L’ophtalmologie qui par le passé a

pu traiter certaines formes oculaires de diphtérie par sérothérapie, bénéficie depuis 2006 d’un

anticorps monoclonal recombinant pour le traitement de la dégénérescence maculaire liée à

l’âge. En effet, l’utilisation d’un fragment Fab d’IgG anti-VEGF administré en intra-vitréal

(ranibizumab, Lucentis®) dans cette indication a révolutionné la prise en charge de la maladie.

Cependant, l’efficacité oculaire également observée avec l’IgG entière correspondante

(bévacizumab, Avastin®) soulève beaucoup de questions quant à la PK et à la bio-distribution

des IgG et leur passage à travers la barrière hémato-oculaire ainsi que le rôle joué par FcRn.
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4-2 Therapeutic antibodies in ophthalmology: old is new again (article

n°6)

Charlotte Magdelaine-Beuzelin, Coralie Pinault, Gilles Paintaud, Hervé Watier. Article

accepté le 15 janvier 2010 pour publication dans la revue mAbs.
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More than a century after the first 
successful use of serotherapy, anti-

body-based therapy has been renewed by 
the availability of recombinant mono-
clonal antibodies. As in the past, current 
clinical experience has prompted new 
pharmacological questions and induced 
much debate among practitioners, nota-
bly in the field of ophthalmology.

An examination of the history of anti-
bodies as treatments for ocular disorders 
reveals interesting parallels to the modern 
era. The fact that a treatment adminis-
tered by a systemic route could be effi-
cacious in a local disease was not widely 
accepted and the “chemical” nature of 
antibodies was not clearly understood 
in the late 19th century. Clinical studies 
by Henry Coppez, a Belgian ophthal-
mologist, established in 1894 that anti-
diphtheric antitoxins could be used to 
treat conjunctival diphtheria. Nearly 20 
years later, Coppez and Danis described 
age-related macular degeneration, a 
disorder which today benefits from 
ranibizumab therapy. The product, a 
locally-administered recombinant mono-
clonal Fab fragment, is directed against 
vascular endothelial growth factor A. 
Interestingly, its full-size counterpart, 
bevacizumab, which is approved for the 
treatment of solid tumors, has also dem-
onstrated efficacy in age-related macular 
degeneration when administered either 
intravenously or locally, which raises new 
questions about antibody pharmacology 
and biodistribution.

In order to shed some light on this 
debate, we recount the early history of 
serotherapy applied to ophthalmology, 
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review the exact molecular differences 
between ranibizumab and bevacizumab, 
and discuss what is known about IgG and 
the blood-retina barrier, and the possible 
role of FcRn, an IgG transporter.

Historical Perspective

The recent emergence of anti-vascular 
endothelial growth factor (VEGF) anti-
bodies for the treatment of age-related 
macular degeneration (AMD) revives an 
old tradition of successful serotherapy for 
ocular diseases. In the 19th century, con-
junctival diphtheria was an uncommon 
form of ocular disease, but the infection 
was particularly severe in children and 
could cause eye loss. The infectious agent, 
the Löffler-Klebs bacillus (Corynebacterium 
diphteriae), and its toxin induced a profuse 
exudation in the conjunctivae that tended 
to coagulate, leading to necrosis of infil-
trated tissues.

In February 1894, Roux, Martin and 
Chaillou observed that the recently dis-
covered anti-diphtheritic serum used to 
treat croup also cured its ocular manifes-
tations.1 Later that year, Henri Coppez, a 
Belgian ophthalmologist (Fig. 1), was the 
first to use anti-diphtheritic antitoxins to 
treat conjunctival diphtheria in two young 
children, and he concluded that clinical 
results were spectacular: “Sous l’effet de 
l’ injection, les fausses membranes semblent 
fondre comme un flocon de neige dans un 
rayon de soleil”2,3 translated as “Under the 
effect of injection, the false membranes 
seem to melt like a snow flake in a ray of 
sunshine”. This new treatment rapidly 
spread through-out Europe and beyond, 
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Serotherapy of ocular diseases was also 
revolutionary because antitoxins were 
administered through a systemic route, 
whereas ocular treatments were tradition-
ally applied locally. Indeed, Aubineau11 
and Coppez13 used, respectively, subcu-
taneous and intramuscular injections for 
the treatment of croup. Parents of sick 
children, as well as the physicians, did not 
fully understand why a therapeutic effect 
could be obtained away from the site of the 
injection.11 The “chemical” nature of the 
antitoxins was indeed mysterious because 
nothing was known about immunoglobu-
lins, their half-life and their distribution 
in the organism at that time.

Coppez suggested that the antitoxin 
may also be administered locally by intra-
conjunctival infusions in order to protect 
the cornea from the deleterious action of 
toxin;13 however, the immunogenicity of 
horse serum proteins and immunoglobu-
lins was then also unknown. Interestingly, 
Coppez noted that certain symptoms, e.g., 
exanthemas, localised oedemas, arthralgia, 
became more frequent after serotherapy 
was introduced and happened thirteen 
days after the first injection.13 This syn-
drome was referred to as serum sickness 
by Clemens von Pirquet and Bela Schick 
in 1905,14 long before its pathophysiology 
was understood.

Recombinant Antibodies in  
Ophthalmology: Ranibizumab and 

Bevacizumab

In addition to being a pioneer of sero-
therapy in ophthalmology, Henri Coppez 
is also linked to modern antibody therapy 
because he and Marcel Danis were the 
first to describe exsudative senile macular 
degeneration in 1923.15 This disease, now 
known as AMD, is currently treated with 
recombinant antibodies, a modern form 
of serotherapy. Donald Gass suggested in 
196716 that the neovascular proliferation 
may play a primary role in the pathobi-
ology of the disciform lesion reported in 
AMD. With the identification of vascular 
endothelial growth factor A (VEGFA) as a 
key agent in neovascularization and vascu-
lar leakage in AMD,17,18 anti-VEGF “anti-
toxins” targeting this endogenous “toxin” 
(or “autotoxin”) began to be developed. 
Polyclonal antibodies of animal origin 

so a noncomparative study in 10 consecu-
tive children (newborn to 8 years) who 
suffered from conjunctival diphtheria as 
demonstrated by the presence of Löffler 
bacillus was performed.11 Clinical effi-
cacy was observed in all patients, with 
regression consistently occurring 24–48 
hours after treatment. This success even 
prompted Aubineau to propose anti-diph-
theritic serotherapy as a diagnostic test 
of diphtheria in infectious conjunctivitis. 
The results are all the more remarkable 
because different sources and preparations 
of anti-diphteritic antitoxins were used, 
with inevitable variations in terms of 
quality and quantity (antitoxic titer). In 
the following years, the worldwide needs 
of serum were met by an increase in the 
number of “bacteriology institutes” that 
prepared anti-diphteritic sera according to 
several methods.

e.g., Italy,4 England,5 Germany6 and 
Russia.7 All initial case reports described 
therapeutic successes.4-10

The first “clinical trial” using the new 
therapy was published in 1895 by Ernest 
Aubineau, a French ophthalmologist (Fig. 
2). At the time, double-blind placebo-
controlled trials were not standard, and 

Figure 1. Henri Coppez, a history. Henri 
Coppez was born in Brussels on September 9, 
1869 and died in the same city on August 26, 
1946. His father, Prof. Jean-Baptiste Coppez 
(1840–1930) founded the ophthalmology’s 
rostrum in the Université de Bruxelles where 
Henri obtained his M.D. degree in 1893. 
Coppez specialized in ophthalmology in 
Vienna with Fuchs, in Utrecht with Snellen, 
and in Brussels with his father, serving as 
an assistant from 1894 to 1897. He obtained 
the special doctorate in 1897 with a thesis 
on the natural history and treatment of 
pseudomembraneous conjunctivis, with spe-
cial emphasis to serotherapy. Coppez entered 
the Brugmann hospital in 1922, succeeded to 
Gallemaerts in 1925, and was appointed as 
professor in 1927. When he retired in 1930, he 
worked in the Institut Coppez that he founded 
in 1913. Henry Coppez died in 1946 while 
preparing a speech on the scientific activities 
of the Belgian Ophthalmology Society for the 
celebration of the 50th anniversary of this 
society that he founded in 1897. Coppez 
wrote approximately 200 scientific papers, 
all of them in the field of clinical ophthalmol-
ogy, including neuro-ophthalmology (e.g., 
hysteria, tabes, beri-beri, cerebral tumours, 
etc.,) and more particularly nystagmus. With 
Marcel Danis, he first described exsudative 
senile macular degeneration in 1922. He was 
a member of the French Belgian Academy of 
Medicine and of the International Council of 
Ophthalmology.

Figure 2. Ernest Aubineau, a history. Ernest 
Aubineau was born on January 13th, 1871 and 
died on October 1st, 1951. He began his medi-
cal studies in Nantes, France and specialized 
in ophthalmology, first with Prof. Dianoux in 
Nantes, and then with Prof. de Wecker in Paris 
where he discovered the usefulness of sero-
therapy. In 1895, he obtained his M.D. degree 
with a thesis entitled “Essai sur l’application 
de la sérothérapie dans le traitement de la 
diphtérie conjonctivale”. Although he decided 
to work in private practice, first in Brest and, 
from 1913, in his native region, he continued 
to make substantial scientific endeavors, 
regularly publishing at the congresses of the 
French Society of Ophthalmology, of which 
he was member since 1897, and in journals 
specializing in ophthalmology.
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IMGT (T29>D, N36>H) and two in 
the CDR3-IMGT (H109>Y, S112.2>T), 
and one difference is in the V-KAPPA 
domain (M4>L). The sixth difference is 
in the hinge region (T10>L). Most of the 
mutations take place in the ranibizumab 
antigen binding site, i.e., its paratope, 
according to IMGT unique numbering.27 
As a Fab, ranibizumab has a total molecu-
lar mass of 48.39 kDa; it is not glycosy-
lated and can be easily produced in E. coli. 
On the other hand, bevacizumab, which 
is a full-size IgG1κ, has a molecular mass 
of 149 kDa, is N-glycosylated in its Fc 
region, and requires mammalian cell lines 
CHO DP-12,20 for production. Due to its 
simpler structure and its higher affinity for 
VEGF, ranibizumab requires lower molar 
amounts than bevacizumab to neutralize 
an equal amount of VEGF.

Despite preliminary data suggesting 
that a full-length antibody would not be 
efficient for intravitreal injections, the 
earlier commercial availability of beva-
cizumab compared to ranibizumab led 
ophthalmologists to try the former as an 
AMD treament. As a result, bevacizumab 
was used by intravitreal injection with suc-
cess,28 and came to be an attractive alter-
native because of its lower cost compared 
to ranibizumab.29 As intravitreal injection 
of bevacizumab is an off-label indication 
of AMD treatment, little is known about 
the product’s pharmacokinetics (PK) in 
the eye, which needs to be studied before 

treatment of certain advanced or meta-
static forms of colorectal, breast, lung and 
kidney cancer. At the time, it was thought 
that bevacizumab could not be used in the 
treatment of AMD because comparisons 
of the intravitreal injection of another 
full-length antibody (trastuzumab, 
Herceptin®) with its Fab indicated that 
only the latter allowed full retinal penetra-
tion, whereas the full-length antibody did 
not penetrate the retina.24 This was con-
sistent with the observation that molecules 
larger than 77 kDa do not freely diffuse 
across fixed human retina.25

These observations led Genentech 
to develop an anti-VEGF Fab by selec-
tion of an affinity-improved variant of 
Fab-12, rhuFabV2, which is now called 
ranibizumab (Lucentis®).26 To obtain 
this increase in binding affinity and allow 
inhibition of VEGF with its monovalent 
Fab format, the original Fab was geneti-
cally engineered through a process of 
CDRs random mutagenesis and affinity 
selection (Fab Y0317 mutant, K

d
 = 19.8 

pM23). The resulting ranibizumab (a 
Fab) differs from the corresponding part 
in bevacizumab by six amino acids. Five 
differences are in the variable domains, as 
exemplified in the IMGT Protein displays 
(Fig. 3) and by comparison of the IMGT 
Colliers de Perles of 1cz8 and 1bj1, respec-
tively, available in IMGT/3Dstructure-DB 
(http://www.imgt.org). Four differ-
ences are in the VH, two in the CDR1-

are no longer necessary because molecu-
lar biology and protein engineering 
techniques can now be used to produce 
monoclonal antibodies (mAbs) that are 
largely humanized,19 but the principle and 
the goal remain identical.

Bevacizumab and Ranibizumab 
Development

Genentech developed humanized mAbs 
targeting VEGF, although the initial appli-
cation was for cancer, not AMD. First, the 
murine anti-VEGF mAb A.4.6.1 with neu-
tralizing activity on all VEGF isoforms,20,21 
was selected and cloned. The humanization 
of muMAb VEGF A.4.6.1 consisted of the 
transfer of the six complementarity deter-
mining regions (CDRs) from muMAb 
VEGF A.4.6.1 to a consensus human 
framework used in previous humanizations. 
Several framework residues in the human-
ized variable heavy (VH) domain and 
one framework residue in the humanized 
variable light (VL) domain were changed 
from human to murine to achieve binding 
equivalent to muMAb VEGF A.4.6.1.20,21 
The resulting Fab (Fab-12) was used to 
synthesize a full-length IgG1κ humanized 
mab (rhuMab-VEGF or Fab-12 IgG1) now 
known as bevacizumab (Avastin®) (K

d
 = 

433 pM).22,23

Bevacizumab, administered intrave-
nously, was first approved for market-
ing in 2004 and is currently used in the 

Figure 3. IMGT Protein displays of the VH and V-KAPPA domains of the bevacizumab and ranibizumab antibodies. Amino acid sequences are from 
1bj1 (bevacizumab) and 1cz8 (ranibizumab). FR-IMGT and CDR-IMGT delimitations and gaps, represented by dots, are defined according to the IMGT 
unique numbering for V-DOMAIN. The five (of a total of six) amino acid differences between the bevacizumab and ranibizumab sequences, localized 
on the variable domains of their heavy chains (VH) and on the variable domains of their light chain (V-KAPPA) are underlined. The numbers 121 in the 
VH CDR3-IMGT numbering correspond to the additional positions 111.1, 112.2 and 112.1, respectively.27
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bevacizumab, an IgG1, is efficient in AMD 
when administered by a systemic route.

Conclusion

One century apart, the story of sero-
therapy in conjunctival diphtheria and 
that of anti-VEGF mAbs in AMD show 
important similarities, particularly due 
to the fact that clinical experience, which 
remains in a large part empirical, raises 
many questions about the pharmacology 
of therapeutic antibodies. It is also increas-
ingly clear that the pre-clinical in vivo 
models are not necessarily relevant to the 
human situation,35 particularly for anti-
bodies that are now largely humanized or 
human. This is probably the reason why 
the clinical experience sometimes breaks 
established dogmas, and sends research-
ers back to the bench. This is particularly 
true concerning IgG and protein traffick-
ing across the blood-retina barrier.
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dosing regimens can be optimized and 
its safety assessed. Several studies have 
provided some answers by analysing the 
PK of Fab or full-length antibodies after 
their intravitreal injection.24,26,30,31 Bakri 
and associates injected bevacizumab30 or 
ranibizumab31 in one of the two eyes of 
rabbits and measured their concentration 
in vitreous humor, aqueous humor of the 
two eyes, and serum. The intravitreal half-
life of bevacizumab was estimated at 4.3 
days and the antibody was detectable in the 
serum, as in the uninjected eye, at a very 
low concentration. Although Mordenti 
and associates studied another full-length 
antibody, trastuzumab, with another 
protocol in another animal model, they 
reported a similar half-life of 5.6 days in 
the eyes of monkeys.24 PK studies of intra-
vitreal ranibizumab reported a half-life of 
2.6 days26 (monkey) or 2.88 days31 (rab-
bit). The Fab was detected in the serum of 
monkeys, but not in serum or uninjected 
eyes of rabbits.

Although the systemic route of admin-
istration was less studied in AMD, efficacy 
of bevacizumab was reported and authors 
suggested that this more comfortable route 
of administration may be used for AMD 
treatment.32 Unsurprisingly, the ques-
tion of how a full-length antibody crosses 
the blood-retina barrier was discussed. 
In 2003, Saishin and associates showed 
that the subcutaneous administration of 
a fusion protein comprising ligand bind-
ing elements taken from the extracellular 
domains of VEGF receptors 1 (FLT1) and 
2 (KDR) fused to the Fc portion of IgG1 
(VEGF-TRAP

R1R2
 or aflibercept) signifi-

cantly inhibited subretinal neovasculariza-
tion in transgenic mice that express VEGF 
in photoreceptors. VEGF-TRAP

R1R2
 

reduced the breakdown of the blood-ret-
ina barrier in two such models of VEGF-
induced rupture.33 These observations are 
consistent with the presence of neonatal 
Fc receptor (FcRn) in rat eyes and partic-
ularly on the blood-retina barrier.34 FcRn 
is known to modulate IgG transport and 
protect against their catabolism, resulting 
in their long serum half-life as compared 
with other proteins. The presence of FcRn 
may explain why VEGF-TRAP

R1R2
 was 

able to cross the blood-retina barrier, i.e., 
its IgG1 Fc portion interacted with FcRn. 
Such a mechanism may also explain why 
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4-3 Discussion

Bien que l’usage du bévacizumab ne soit autorisé que pour le traitement de certains

cancers colo-rectaux, il est largement utilisé dans le traitement de la dégénérescence

maculaire liée à l’âge, pour des raisons économiques. Cependant, plusieurs publications ont

rapporté très récemment la survenue de réactions inflammatoires à l’injection intra-vitréale de

cette IgG1 entière (Mansour et al., 2009 ; Sato et al., 2009). Cependant, l’incontestable

efficacité de cet anticorps en ophtalmologie fait avancer les hypothèses et de fait, nos

connaissances sur la perméabilité des barrières physiologiques vis-à-vis des

immunoglobulines. Dans le contexte des anticorps thérapeutiques, l’intérêt actuel pour le

FcRn oriente tout naturellement les recherches sur ce récepteur comme transporteur d’IgG

possible dans les structures oculaires. Son expression est avérée sur la barrière hémato-

rétinienne et son implication dans la PK oculaire des IgG vient d’être explorée. En effet, Kim

et collaborateurs ont étudié le passage d’IgG entières injectées en intra-vitréal à travers la

barrière hémato-rétinienne, ainsi que leur élimination. Les auteurs rapportent que les IgG

injectées diffusent dans les structures profondes des rétines de rat normales ou

photocoagulées, artifice connu pour augmenter l’expression de FcRn. En revanche, les IgG ne

traversent pas cette barrière lorsqu’elles sont injectées dans l’humeur vitrée de souris

n’exprimant pas FcRn. Ils ajoutent que les IgG sont éliminées à travers la barrière hémato-

rétinienne dans la circulation sanguine alors que les IgY de poulet, utilisées comme contrôle

ne le sont pas. Ils remarquent que cette élimination est plus rapide sur les rétines

photocoagulées suggérant un rôle important de FcRn dans l’élimination des IgG (Kim et al.,

2009).

Les anticorps thérapeutiques sont à la fois des biomédicaments et des outils

d’exploration chez l’homme. Grâce aux questions qu’ils soulèvent en clinique, ils constituent

une occasion exceptionnelle de nous intéresser à nouveau à des mécanismes fondamentaux

comme la PK des IgG et de ce fait de revisiter des modèles physiologiques. Dans ce contexte,

le FcRn constitue une voie de recherche passionnante. Son exploration a d’ores et déjà mis en

évidence certains de ces polymorphismes génétiques (Sachs et al., 2006) mais leurs

implications dans la variabilité PK observée avec les anticorps thérapeutiques restent encore à

prouver.
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Bien que l’efficacité de la sérothérapie, dès la fin du XIXème siècle soit en pratique une

avancée majeure en termes de prise en charge des patients, il n’en demeure pas moins qu’elle

souleva d’un point de vue théorique encore plus de questions et ouvrit aux scientifiques le

champ de l’exploration du système immunitaire. En un siècle, la curiosité des chercheurs a

stimulé les progrès technologiques, mettant à leur disposition des outils de plus en plus

performants. A l’inverse, ces outils leur ont permis de développer de nouvelles idées pour

comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires qui font nos défenses immunitaires ou

traiter les maladies associées à leur défaillance. La sérothérapie a profité de ces améliorations

et s’est progressivement muée en thérapeutique ciblée avec le développement d’anticorps

monoclonaux de plus en plus humanisés afin d’éviter de déclencher une réponse immunitaire

chez les patients traités. Cependant, les questions se rapportant à la structure,

l’immunogénicité, la pharmacocinétique et les mécanismes d’action de ces molécules, et que

se posaient déjà les précurseurs de la discipline sont plus que jamais d’actualité et nos travaux

de recherche s’inscrivent totalement dans cette dynamique.

Les études cliniques auxquelles nous avons participé analysent essentiellement la PK

de deux anti-TNF-α , l’infliximab et l’adalimumab. Ils montrent que le suivi

pharmacocinétique des patients est indispensable à l’optimisation des traitements, en raison de

la grande variabilité inter-individuelle à laquelle ils sont sujets. De plus, les résultats de

dosage des anticorps induits par ces biomédicaments, confrontés à leur PK montrent pour la

première fois en gastro-entérologie, que les ATI et possiblement les anticorps anti-

adalimumab en accèlèrent l’élimination (Articles n°2 et 3). Si l’immunogénicité des anticorps

thérapeutiques influence leur PK, l’inverse est sans doute également vrai. En effet, une trop

faible dose d’anticorps thérapeutique pourrait favoriser son immunogénicité. Maini et

collaborateurs ont rapporté que les patients traités par infliximab à la dose de 1 mg/kg

développent plus d’ATI que les patients recevant 10 mg/kg (Maini et al., 1998). De fait,

certains patients souffrent d’une polyarthrite rhumatoïde très active associée à des

concentrations élevées de TNF-α, nécessitant une concentration d’infliximab plus élevée pour

le neutraliser. Ce serait la sous-exposition à l’infliximab qui participerait à sa plus grande

immunogénicité chez ces patients (Maini et al., 1998 ; Bartelds et al., 2009).

La variabilité inter-individuelle d’immunogénicité des anticorps anti-TNF-α associée

à sa participation à leur variabilité PK (rapportée par ailleurs, pour nombre d’anticorps

thérapeutiques) nous a amené à rechercher des facteurs, qu’ils soient liés à la structure des

IgG ou à leur intéraction avec le système immunitaire des patients qui pourraient contribuer à

cette immunogénicité. L’analyse structurale des domaines variables des anti-TNF-α montre
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que les anticorps thérapeutiques chimériques analysés divergent un peu plus du répertoire

humain que les anticorps humanisés. A l’inverse, ces derniers présentent un degré

d’homologie avec ce même répertoire ne permettant pas de les distinguer aussi clairement des

anticorps chimériques que le disent les firmes pharmaceutiques qui les développent, et ce

malgré leur humanisation poussée. Finalement, nous confirmons indirectement ici que c’est

l’humanisation de la portion Fc des anticorps qui a fait gagner à la fois en tolérance et en

efficacité les anticorps recombinants développés, bien plus que celle des domaines variables

qui de toutes façons auront toujours la particularité de porter un paratope, et donc un idiotype,

qui leur est propre. Bien qu’elle ne remette pas forcément en cause la poursuite du traitement,

la survenue d’anticorps induits observée pour chaque génération d’anticorps (chimériques,

humanisés et complètement humains) ne fait que renforcer ces observations. Il est bien

évident que ces arguments structuraux ne prétendent pas supplanter une analyse clinique de la

différence d’immunogénicité des anticorps, mais devant l’impossibilité de mener une telle

étude ils constituent une étape importante permettant de l’apprécier. Ils ne se veulent pas plus

un frein au progrès des biotechnologies tentant d’en réduire l’immunogénicité, mais ils

constituent certainement un élément de poids pour orienter le développement de futurs

anticorps thérapeutiques vers des molécules de structure différente à l’image de l’étanercept

(Enbrel®), protéine recombinante de fusion anti-TNF-α.

Les allotypes que nous supposions être impliqués dans l’immunogénicité de

l’infliximab ne semblent pas être des déterminants antigéniques majeurs ni même un facteur

génétique prédisposant les patients à produire des ATI, pas plus que les polymorphismes du

FcγRIIIA. Des travaux menés actuellement à Grenoble (Dr Thullier) sur l’humanisation de

l’infliximab devraient permettre d’identifier la cible antigénique des ATI sur l’infliximab et

de savoir s’ils sont dirigés contre l’idiotype et/ou les régions charpentes murines de

l’anticorps. Par ailleurs, le rôle des molécules du CMH dans la réponse immunitaire est

transposable à la réponse anti-infliximab, seuls certains travaux suggèrent que des marqueurs

génétiques de réponse clinique à l’infliximab existent dans le CMH (Martinez et al., 2004).

Par exemple, le TNF-α , cible antigénique de l’infliximab est codé par le gène TNFA

appartenant aux gènes du CMH de classe III. Plusieurs équipes ont travaillé sur les

polymorphismes portés par ce gène ou son promoteur influençant la production de la protéine

mais aucune étude n’a pu montrer de façon formelle d’association avec la réponse clinique à

l’infliximab (Louis et al., 2002 ; Martinez et al., 2004 ; Mascheretti & Schreiber, 2004). Le

CMH de classe I et II reste cependant un bon candidat pour expliquer cette variabilité inter-

individuelle d’immunogénicité et la recherche d’épitopes T in silico en est la meilleure
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preuve. Le grand polymorphisme des molécules du CMH est à l’origine d’une présentation

propre à chaque individu d’épitopes T, issus de la protéine d’intérêt. Cartographier ces

épitopes qualifiés d’épitopes « régulateurs » ou « effecteurs » sur les anticorps thérapeutiques

est un outil supplémentaire pour mieux appréhender leur immunogénicité dans le but de la

minimiser.

En qui concerne l’infliximab, son immunogénicité est une des sources inter-

individuelles de variabilité de sa PK, mais dans le contexte plus large des anticorps

thérapeutiques, toutes ne sont pas clairement identifiées. La maladie traitée, la charge

antigénique de même que les caractères démographiques (sexe, poids) sont autant de

covariables pouvant interférer (Article n°3 ; Bendtzen et al., 2006), cependant les données

cliniques disponibles sont contradictoires (Berinstein et al., 1998 ; Regazzi et al., 2005).

L’hypothèse est que nous pouvons formuler est que la variabilité PK dépend également du

terrain génétique des patients et que l’identification de facteurs génétiques associés aux

paramètres PK individuels augmenterait notre connaissance des mécanismes d’élimination et

de bio-distribution des anticorps thérapeutiques et pourrait servir de base à une

personnalisation des doses et de la posologie. Dans ce contexte, le meilleur gène candidat

semble être FCGRT, codant la chaîne α de FcRn.

Au sein d’une même espèce, le gène FCGRT ne montre pas de variations dans sa

séquence codante (Sachs et al., 2006 ; Laegreid et al., 2002). Cependant, des variations ont

été décrites dans les régions non codantes (régions régulatrices, introns, …) du FCGRT

humain (Sachs et al., 2006) et bovin (Laegreid et al., 2002). Ces variations génétiques sont

suspectes d’influencer l’expression de FcRn et donc la demi-vie et la biodistribution des IgG.

En effet, Sachs et collaborateurs ont mis en évidence une région VNTR, variable number of

tandem repeat de 37 paires de bases localisé dans l’intron 1. Les auteurs ont décrit cinq allèles

VNTR1, VNTR2, VNTR3, VNTR4 et VNTR5 correspondant à la répétition du motif une,

deux, trois ou quatre fois. VNTR3 est l’allèle plus fréquemment rencontré dans la population

caucasienne que VNTR2. De plus, ils ont comparé la quantité de transcrits produits entre les

homozygotes VNTR3/VNTR3 et les hétérozygotes VNTR2/VNTR3, montrant que chez les

premiers, les transcrits sont 1,66 fois plus nombreux que chez les seconds. Ces résultats

suggèrent que l’allèle VNTR3 est associé à une meilleure transcription de FcRn que l’allèle

VNTR2 (Sachs et al., 2006).

Dans ce contexte, nous avons d’ores et déjà initié un projet intitulé POLYPHAR,

Polymorphismes FCGRT et variabilité pharmacocinétique des anticorps anti-cancéreux
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visant à explorer le rôle que pourrait jouer FcRn dans la variabilité PK des anticorps

thérapeutiques utilisés dans le traitement des cancers et qui s’articule selon trois objectifs. Le

premier est de chercher une association entre polymorphismes FCGRT et paramètres PK

déterminés sur des cohortes de patients traités par cetuximab ou rituximab. Le second est de

chercher une relation entre les polymorphismes FCGRT et le niveau d’expression du FcRn sur

les monocytes de donneurs sains (relation génotype/expression in vitro) afin de vérifier les

résultats publiés par Sachs. Le troisième est d’analyser la relation génotype/phénotype en

terme de variabilité PK du rituximab et du bévacizumab sur des souches de souris

syngéniques, caractérisées par un haplotype fcgrt donné.

Si notre hypothèse est confimée, c’est-à-dire qu’il existe une association entre les

génotypes de FCGRT et les paramètres PK des anticorps analysés, ces résultats auront un

impact très important, tant sur les modalités de prescription des anticorps thérapeutiques déjà

disponibles que sur la stratégie des firmes de biotechnologie. D’un point de vue clinique, ce

sera une grande avancée vers des traitements personnalisés. Plusieurs études prospectives

seront alors nécessaires pour démontrer, par exemple, que l’ajustement des doses a priori, en

fonction du polymorphisme FCGRT, conduit à une moindre variabilité inter-individuelle de la

PK et à une meilleure efficacité.

D’un point de vue industriel, de telles données cliniques permettront de définir une

stratégie de développement d’anticorps IgG optimisés dans leur interaction avec le FcRn.

Dans ce contexte, il serait très intéressant de démontrer une relation génotype/expression du

FcRn in vitro. De telles données quantitatives pourraient non seulement appuyer les résultats

cliniques mais aussi être intégrées dans des modèles mathématiques de PK et ainsi augmenter

notre connaissance du rôle du FcRn chez l’homme. L’analyse de la pertinence de ces résultats

in vivo sera néanmoins compliquée par la nature des cellules étudiées. En effet, les cellules

endothéliales seraient en théorie plus pertinentes, mais celles-ci sont généralement collectées

à partir de cordons ombilicaux (organe qui n’est pas forcément le plus représentatif !) et

requièrent plusieurs jours de culture. Les monocytes fraîchement purifiés, déjà utilisés par

d’autres équipes (Sachs et al., 2006 ; Zhu  et al., 2001)  sont le meilleur compromis, bien qu’il

existe un risque que le polymorphisme de FCGRT ne modifie l’expression de FcRn que dans

les cellules endothéliales.

Si aucune association entre le polymorphisme de FCGRT et la PK des anticorps n’est

trouvée, plusieurs explications pourront être avancées. En effet, si un même polymorphisme

se révèle jouer un rôle dans un autre contexte clinique, comme les syndromes néphrotiques,
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et/ou si nous mettons en évidence une relation in vitro avec le niveau d’expression du FcRn,

la conclusion sera que ce polymorphisme fonctionnel de FCGRT contribue faiblement à la

variabilité de la PK des anticorps, au moins dans ces cohortes de patients. Par exemple, le rôle

de la masse antigénique pourrait masquer l’effet des polymorphismes de FCGRT. Une telle

conclusion serait de toutes façons d’un grand intérêt en clinique et justifierait de mieux définir

ce paramètre avant de traiter les patients. Finalement, si nous ne trouvons ni association ni

relation génotype/expression in vitro, la conclusion sera qu’il n’y a probablement pas de

polymorphisme fonctionnel dans le gène FCGRT et que l’approche pharmacogénétique

utilisée n’est pas valide pour étudier ce gène chez l’homme.

Quels que soient les résultats cliniques, les expériences animales menées chez la souris

devraient nous fournir de nouvelles informations. Tout d’abord, en utilisant des souches

syngéniques dont les haplotypes fcgrt sont connus, nous multiplions nos chances d’identifier

un polymorphisme fcgrt fonctionnel. De plus, le rôle joué par les polymorphismes fcgrt sera

distingué des autres paramètres influençant la demi-vie des anticorps thérapeutiques grâce à

l’analyse PK du bévacizumab et du rituximab sur 3 souches de souris connues pour avoir le

même haplotype fcgrt : ceci permettra de s'affranchir de facteurs confondants chez les patients

tels que la masse tumorale et permettra en outre d'identifier les souches de souris les plus

appropriées en terme de polymorphisme de fcgrt pour les études précliniques. Si nous

sommes en mesure d’identifier deux souches de souris pour lesquelles les PK du bevacizumab

et du rituximab sont très différentes (la meilleure et la moins bonne pour un paramètre donné),

le modèle présentera alors un grand intérêt pour explorer non seulement le rôle des variations

d’expression du FcRn dans l’activité des anticorps thérapeutiques (en présence de tumeurs)

mais aussi la biodistribution des IgG.

En effet, la biodistribution des IgG et en particulier le passage de certaines barrières

physiologiques comme le placenta est une autre facette également très intéressante des

fonctions associées à FcRn. L’utilisation des anticorps thérapeutiques, notamment des anti-

TNF-α pour traiter des maladies auto-immunes s’adresse en partie à des femmes en âge de

procréer. Bien qu’ils ne soient pas tératogènes chez l’animal, leur inocuité pendant la

grossesse n’est pas clairement établie. Se pose alors la question de poursuivre ou non ces

traitements pendant la grossesse et l’allaitement. Deux articles analysent chez quelques

patientes, le passage placentaire et dans le lait maternel d’IgG ou molécule apparentée anti-

TNF-α en s’appuyant sur leurs concentrations à la fois dans le sérum des mères et des enfants

et dans le lait.
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Kane et collaborateurs rapportent l’étude de trois couples mère/enfant dont les mères

sont traitées par infliximab pour une maladie de Crohn. Elles ont reçu l’anticorps jusqu’à la

trentième semaine de grossesse et le traitement a été repris entre 3 et 14 jours après

l’accouchement : leur lait et leur sérum ainsi que celui du nouveau-né (2 enfants/3) ont été

prélevés en post-partum (10, 15 et 57 jours après l’accouchement qui a eu lieu à 38, 39 et 36

semaines de grossesse, respectivement). Bien que l’infliximab soit dosable chez les mères en

post-partum à des concentrations comparables à celles observées chez des femmes non

enceintes, il reste indétectable chez les enfants et dans le lait. Si ces résultats confirment ce

qui a été rapporté par ailleurs quant au passage de l’infliximab dans le lait (Mahadevan et al.,

2005), en revanche, l’absence d’infliximab dans le sérum des enfants est plus controversée

(Vasiliauskas et al., 2006). Les auteurs proposent que les différences observées soient dues au

délai variable d’une étude à l’autre, entre la dernière perfusion d’infliximab pendant la

grossesse et le prélèvement en post-partum. Cependant, ils suggèrent que l’infliximab ne

passe pas la barrière placentaire ni dans le lait maternel, résultats qui selon eux, devraient

encourager les mères traitées à allaiter leur petit (Kane et al., 2009).

Par ailleurs, Murashima et collaborateurs ont analysé les concentrations sériques d’une

protéine de fusion anti-TNF-α (récepteur du TNF-α couplé à la portion Fc d’une IgG1),

l’étanercept (Enbrel®) administré à une femme enceinte atteinte de polyarthrite rhumatoïde.

Ils montrent que ces concentrations sont stables pendant la grossesse et que chez l’enfant juste

après l’accouchement, la concentration dans le sang de cordon représente le trentième de la

concentration maternelle. Le suivi dans le mois qui suit la naissance montre une diminution

rapide des concentrations néonatales d’étanercept malgré l’allaitement et la présence du

biomédicament dans le lait. Ces résultats suggèrent qu’il y a eu passage trans-placentaire mais

pas de passage d’étanercept avec l’allaitement (Murashima et al., 2009).

Bien que ces travaux et ceux qui les ont précédés (Mahadevan et al., 2005 ;

Vasiliauskas et al., 2006) n’aient analysé que de petits effectifs, leurs résultats a priori

discordants ne permettent de les envisager que comme des analyses préliminaires qui

mériteraient d’être confirmées par des études de plus grande envergure. De plus, leurs

résultats sont difficilement comparables puisque les anticorps analysés ont des concentrations

et des posologies différentes, des PK qui leur sont propres et que les protocoles d’injections et

de prélèvements n’ont pas été conçus de la même façon. Bien que l’objectif des auteurs ne

soit pas ici de comprendre les mécanismes du passage placentaire des IgG, l’utilisation des

anti-TNF-α pendant la grossesse apporte des informations intéressantes qui mériteraient

d’être explorées avec une approche plus pharmacologique. De fait, le rôle de FcRn que l’on
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sait être impliqué dans le passage placentaire des IgG depuis Brambell, n’est pas du tout

discuté et mériterait pourtant de l’être.

Notre équipe s’intéresse actuellement au passage des IgG de la mère à son petit et à

l’influence des polymorphismes affectant les régions non codantes du gène FCGRT. En effet,

le fœtus ne fabrique pas ses propres immunoglobulines : au cours de la grossesse, il bénéficie

du passage trans-placentaire des IgG de sa mère, grâce au FcRn exprimé par ce tissu. Nous

nous proposons d’utiliser ce modèle physiologique dans le protocole PEPIT’, Protocole

d’étude du passage des immunoglobulines par voie transplacentaire pour évaluer l’influence

du génotype de FcRn sur le rapport IgG nouveau-né/IgG maternelles. Les objectifs

secondaires sont d’une part d’évaluer l’influence du génotype de FcRn sur le rapport IgG

nouveau-né/IgG maternelles pour les différentes sous-classes d’IgG (IgG1, IgG2, IgG3 et

IgG4) et d’autre part d’évaluer l’influence des variations allotypiques du fragment Fc des

IgG1 maternelles sur le ratio IgG nouveau-né/IgG maternelles. Afin d’enrichir les

informations tirées de ce modèle, ont été ajouté le dosage de l’albumine qui est également

prise en charge par FcRn ainsi que celui des IgA, des IgM, de la transferrine et de

l’haptoglobine qui à l’inverse en sont indépendantes (Anderson et al., 2006). Les analyses

sont actuellement en cours, mais si l’implication des polymorphismes de FCGRT étudiés dans

le niveau d’expression de FcRn se révèle être vraie, ils pourraient influencer le passage des

IgG naturelles d’un compartiment à l’autre et certainement leur PK. Ces informations

fondamentales viendraient compléter les données actuellement disponibles sur FcRn et

seraient largement exploitables pour d’une part expliquer la PK des anticorps thérapeutiques

mais également contribuer à l’optimisation des propriétés des anticorps en développement.

A la manière des barrières oculaire et placentaire pour lesquelles la contribution de

FcRn dans les mécanismes de transfert d’IgG d’un compartiment à l’autre est fortement

envisagée, la barrière hémato-méningée est explorée pour comprendre les mécanismes qui

régissent les concentrations d’IgG dans le système nerveux central. En effet, en raison de leur

poids moléculaire élevé, les IgG ne peuvent franchir la barrière hémato-méningée depuis la

circulation sanguine. Les travaux de Zhang et Pardridge montrent que les IgG produites par

les lymphocytes B à l’intérieur même du tissu cérébral subissent un efflux les chassant vers la

circulation sanguine et que ce mécanisme unidirectionnel impliquerait un récepteur FcR

(Zhang & Pardridge, 2001). En 2002, Schlachetzki et collaborateurs ont montré par

microscopie confocale que le FcRn est exprimé sur les capillaires endothéliaux du cerveau de

rat, suggérant qu’il puisse être le récepteur d’IgG impliqué dans cette transcytose

(Schlachetzki et al., 2002). De plus, la vaccination par la protéine β-amyloïde, neuropeptide
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impliqué dans la formation de plaques responsables de la maladie d’Alzheimer, bénéficierait

de ce transport. En effet, les IgG produites forment avec la protéine β-amyloïde des

complexes dont l’élimination du système nerveux central serait facilitée par le FcRn exprimé

par la barrière hémato-méningée (Deane et al., 2005). Cependant, ces résultats ne font pas

l’unanimité. Garg et Balthasar ont récemment publié une analyse de la PK d’un anticorps

monoclonal injecté à des souris déficientes en FcRn ainsi qu’à des souris contrôle. Ils ne

montrent pas de différence significative entre les rapports de concentration de l’anticorps dans

le cerveau et le plasma, pour les deux groupes de souris, suggérant que FcRn ne participe pas

à la faible exposition du cerveau aux IgG, pas plus qu’il ne contribue à la barrière

physiologique empêchant leur entrée dans le cerveau des souris (Garg & Balthasar, 2009).

Quoi qu’il en soit, les mécanismes qui régulent la biodistribution des IgG à travers la barrière

hémato-méningée gagnent à être mieux connus afin d’envisager le développement de futures

neurothérapies. De fait, si FcRn joue un rôle dans ce mécanisme, l’utilisation de traitements

locaux par des radiopharmaceutiques couplés à des anticorps devrait avoir un intérêt limité

s’ils sont rapidement éliminés du système nerveux central.

Bien que nous ayons montré que l’immunogénicité d’un anticorps peut influencer sa

PK, beaucoup d’éléments y participant restent encore à identifier. Les avancées qui

concernent un anticorps ne sont pas immédiatement extrapolables à l’ensemble de la classe

thérapeutique, trop hétérogène sur de nombreux critères allant des molécules en elles-même

aux patients qui les reçoivent et contraignant pharmacologues et immunologistes à les

analyser au cas par cas. Le FcRn, qui fait une nouvelle fois se rejoindre les deux disciplines

est une des pistes de recherche passionnante à la fois sur le plan des mécanismes

fondamentaux de la pharmacologie des IgG naturelles et sur celui des anticorps

thérapeutiques. En effet, l’engouement des firmes pharmaceutiques pour ce récepteur, les

améliorations qu’elles en attendent pour leurs anticorps en développement, nécessite que l’on

explore précisément son rôle, son métabolisme, sa régulation quelle soit génétique et/ou

dépendante du contexte immunitaire (cytokines, interféron, facteurs de transcription...), mais

aussi son intéraction moléculaire avec les IgG.
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The homozygous FcgammaRIIIa-158V genotype is a risk factor for heparin-induced

thrombocytopenia in patients with antibodies to heparin/platelet factor 4 complexes.
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HEMOSTASIS, THROMBOSIS, AND VASCULAR BIOLOGY

Brief report

The homozygous Fc�RIIIa-158V genotype is a risk factor for heparin-induced
thrombocytopenia in patients with antibodies to heparin–platelet
factor 4 complexes
Yves Gruel, Claire Pouplard, Dominique Lasne, Charlotte Magdelaine-Beuzelin, Chloé Charroing, and Hervé Watier

We hypothesized that Fc� receptor IIIa
(Fc�RIIIa), a polymorphic receptor for the
Fc portion of immunoglobulin G (IgG)
other than Fc�RIIa, was involved in hep-
arin-induced thrombocytopenia (HIT).
Fc�RIIa-131 and Fc�RIIIa-158 genotypes
were determined in 102 patients with def-
inite HIT and in 2 control groups of pa-
tients treated by heparin (86 subjects
without detectable antibodies [Abs] to

heparin–platelet factor 4 [H/PF4], Ab�

group; 84 patients with Abs to H/PF4
without HIT, Ab� group). There were no
significant differences in genotype distri-
bution or allele frequencies between the
3 groups for Fc�RIIa-131H/R polymor-
phism. In contrast, Fc�RIIIa-158V ho-
mozygotes were more frequent in the HIT
group than in the Ab� group (P � .02), a
difference that was more pronounced in

patients with high levels of anti-H/PF4
Abs (P � .01). Since anti-H/PF4 Abs are
mainly IgG1 and IgG3, clearance of sen-
sitized platelets may be increased in pa-
tients homozygous for the Fc�RIIIa-158V
allotype, thus contributing to the devel-
opment of thrombocytopenia. (Blood.
2004;104:2791-2793)

© 2004 by The American Society of Hematology

Introduction

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a frequent compli-
cation of heparin therapy, due to the development in most
patients of immunoglobulin G (IgG) antibodies (Abs) to heparin–
platelet factor 4 (H/PF4) complexes.1 HIT is characterized by an
unexpected fall in platelet count occurring 5 days or more after
initiation of heparin and arterial or venous thrombosis in up to
50% of patients. Thrombocytopenia is associated with platelet
activation mediated by Fc� receptor RIIa (Fc�RIIa), the only
IgG Fc receptor present on platelets, which is cross-linked to
H/PF4-IgG immune complexes.2 In addition, Fc-mediated clear-
ance of platelets involving Fc�RIIIa-bearing phagocytic cells
could also contribute to thrombocytopenia, since HIT IgG may
also bind to platelets and accumulate on the cell surface via
F(ab)� domains,3 thus contributing in part to increased platelet-
associated IgG in most patients with HIT.4-6 Fc�RIIIa, which is
expressed on macrophages and natural killer cells, is encoded by
FCGR3A and displays a functional G559T polymorphism,
resulting in either a phenylalanine (F) or a valine (V) at amino
acid position 158.7,8 Since IgG1 and IgG3, the main IgG
subclasses of anti-H/PF4 antibodies, bind more strongly to the
Fc�RIIIa-158V allotype,7 we hypothesized that the FCGR3A V
allele might be associated with HIT. We therefore determined
Fc�RIIa-131 and Fc�RIIIa-158 genotypes in 102 patients with
definite HIT and in 2 groups of heparin-treated patients without
thrombocytopenia who had either developed Abs to H/PF4
complexes or not.

Study design

Control groups and HIT patients

The Ab� control group consisted of 86 patients who had undergone heart
surgery with cardiopulmonary bypass (CPB). All had received high doses of
unfractionated heparin during surgery and tested negative for anti-H/PF4
antibodies between the eighth and tenth postoperative days.

The Ab� control group consisted of 84 patients who had also undergone
CPB and had received heparin for at least 8 days. All had developed
significant levels of Abs to H/PF4 but without thrombocytopenia or
significant fall in platelet count (ie, � 40% compared with the maximum
postoperative value).

The patient group (HIT) consisted of 102 individuals with definite
heparin-induced thrombocytopenia, including 47 who had undergone CPB.
All had developed delayed-onset thrombocytopenia with thrombotic com-
plications in 41 cases, and both positive H/PF4 enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA; Asserachrom HPIA; Diagnostica Stago, Asnières,
France) and serotonin release assay (SRA) had demonstrated the presence
of HIT Abs.9

Blood samples were collected after obtaining informed consent accord-
ing to the principles of the Declaration of Helsinki. The study design was
approved prior to commencement by the Clinical Investigation Center of
Tours (INSERM CIC 202).

FCGR2A and FCGR3A genotyping

Fc�RIIa-131H/R polymorphism was analyzed by an allele-specific restric-
tion enzyme digestion method.10 FCGR3A genotype was determined by a
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single-step multiplex allele-specific real-time polymerase chain reaction
(PCR) assay.11

Statistical analysis

The Fischer exact test was used to compare frequencies of Fc�RIIa and
Fc�RIIIa genotypes between HIT and control groups. The Mann-Whitney
U test was used to evaluate differences in platelet counts between groups of
patients. Statistical significance was set at P less than .05.

Results and discussion

Fc�RIIa is the only human Fc�R recognized to date as having an
important role in the pathogenesis of HIT.12 The frequencies of
FCGR2A-131H and FCGR2A-131R alleles in the Ab� group, and
in patients without HIT but for whom significant levels of
anti-H/PF4 Abs were detected (Ab� group; Table 1), were similar
to those of healthy white individuals.13 Frequencies of the FCG2RA-
131H and FCG2RA-131R alleles in the HIT group were 0.535 and
0.465, respectively, and there were more homozygous HH patients,
suggesting an overrepresentation of the FCG2RA-131H allele
(Figure 1A). However, these frequencies were not statistically
different from those in the Ab� group (P � .16 and .39, respec-
tively). These results are in agreement with a recent meta-analysis
that found no variation in the distribution of Fc�RIIa-131 geno-
types in patients with HIT, with or without thrombosis, and control
populations.14

Fc�RIIIa (CD16) is another polymorphic cell receptor for IgG
that is also involved in antibody-mediated cytopenias.15,16 FCGR3A-
158V/F genotypes and allele distributions did not statistically differ
between patients with antibodies to H/PF4 (HIT and Ab� groups)
and those of the Ab� group (Table 1). In addition, no difference was
found between patients who developed high titers of antibodies to
H/PF4 (A492 � 1.5) and those with A492 values between 0.5 and 1.5.
The Fc�RIIIa-158V/F polymorphism is therefore unlikely to have
a role in the immune response leading to the synthesis of
heparin-dependent antibodies. In contrast, when comparing HIT
and Ab� groups, both composed of patients with significant levels
of anti-H/PF4 Abs, the frequency of Fc�RIIIa-158VV homozy-
gotes was significantly higher in patients with HIT (21.5% vs 9.5%;
P � .02). In addition, among the subjects with high titers of
antibodies to H/PF4 (A492 � 1.5), the homozygous Fc�RIIIa-
158VV genotype was considerably more frequent in patients with
HIT compared with those in the Ab� group (19/88 vs 1/34;

P � .01; Figure 1B). In certain clinical conditions, such as after
heart surgery, a high percentage of patients develop heparin-
dependent Abs to H/PF4.17 However, only a few of them will
present HIT. Forty-seven patients with HIT had undergone CPB,
and the homozygous Fc�RIIIa-158V genotype was present in 10 of
the 46 tested (21.7%; Table 1). This clearly suggests a shift of VV
homozygotes from the Ab� group to the HIT group and probably
explains the lower frequency of FCGR3A-158V allele in the Ab�

group. HIT is associated with a shortened platelet life span.18

Clearance of anti-H/PF4 Ab-sensitized platelets by Fc�RIIIa-
bearing cells and thrombocytopenia might therefore be enhanced in

Figure 1. Genotype frequencies. Fc�RIIa (A) and Fc�RIIIa (B) genotypes in HIT
patients and Ab� group according to levels of anti-H/PF4 antibodies measured by
ELISA. The 0.5 line indicates the cut-off value for H/PF4 ELISA. The 1.5 line indicates
the threshold above which patients developed high levels of anti-H/PF4 antibodies.

Table 1. Fc�RIIa-131 and Fc�RIIIa-158 genotypes and allele frequencies in control subjects, all HIT patients, and those who had undergone
cardiopulmonary bypass (CPB)

Ab� group Ab� group All HIT patients HIT patients after CPB

Fc�RIIa genotypes, no./total (%)

HH 20/86 (23.3) 18/80 (22.5) 28/99 (28.3) 14/47 (29.8)

HR 40/86 (46.5) 37/80 (46.3) 50/99 (50.5) 23/47 (48.9)

RR 26/86 (30.2) 25/80 (31.2) 21/99 (21.2) 10/47 (21.3)

Fc�RIIa alleles, frequency

H131 0.465 0.457 0.535 0.543

R131 0.535 0.543 0.465 0.457

Fc�RIIIa genotypes, no./total (%)

VV 14/86 (16.3) 8/84 (9.5) 22/102 (21.5) 10/46 (21.7)

VF 42/86 (48.8) 41/84 (48.8) 41/102 (40.2) 21/46 (45.7)

FF 30/86 (34.9) 35/84 (41.7) 39/102 (38.3) 15/46 (32.6)

Fc�RIIIa alleles, frequency

V158 0.407 0.339 0.416 0.446

F158 0.593 0.661 0.584 0.554
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immunized patients expressing high-affinity Fc�RIIIa-158V recep-
tors, particularly in those with high levels of HIT antibodies.

Platelet count was also compared with antibody levels and
Fc�RIIIa-158V/F polymorphism and appeared lower when levels
of antibodies were high (A492 � 1.5) in VF patients of the Ab�

group (mean � 240 � 109/L; n � 18) compared with FF subjects
(312 � 109/L; n � 15), but the difference was not significant
(P � .07). High IgG1 and IgG3 binding phenotypes in healthy donors
were associated with at least one V allele,8 but we did not find any
overrepresentation of VF heterozygotes in patients with HIT. Similar
results were found in autoimmune thrombocytopenia19 and in patients
with lymphoma, for whom a good response to rituximab was only
associated with the homozygous VV genotype.20,21

In this study, Fc�RIIIa-158V homozygotes also appeared more
frequent in patients with HIT and isolated thrombocytopenia
(24.6%) than in patients with HIT and associated thrombosis
(17%), but this difference is not significant (P � .36). If confirmed
in larger populations of patients, this trend could support the fact
that Fc�RIIIa receptors are more highly involved in the pathogene-
sis of isolated thrombocytopenia. Alternatively, the role of platelet
activation and consumption could be greater in cases of thrombotic
complications, but this hypothesis warrants further study.

In conclusion, our findings strongly support the hypothesis
that homozygous Fc�RIIIa-158VV patients are at risk of HIT,
particularly when high levels of antibodies against H/PF4
complexes are present. They also indicate that Fc receptor–
mediated reticuloendothelial clearance of platelets is a putative
mechanism of thrombocytopenia in HIT, and this could in part
explain the efficacy of high doses of intravenous immunoglobu-
lins reported in some patients.22,23

The role of Fc�RIIIa in the clearance of sensitized blood cells
has previously been demonstrated in monkeys15 by the use of a
blocking anti-Fc�RIIIa antibody, which reduces the clearance of
sensitized erythrocytes and improves platelet counts in patients
with immune thrombocytopenia.24 Further experiments are thus
necessary to determine the respective roles of Fc�RIIa and
Fc�RIIIa in the development of HIT in humans.
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Gardiner SJ on page 654 in CGH; See editorial
on page 2161.

Background & Aims: The benefit to risk ratio of
concomitant immunosuppressives with scheduled
infliximab (IFX) maintenance therapy for Crohn’s
disease is an issue of debate. We aimed to study the
influence of immunosuppressives discontinuation
in patients in remission with combination therapy
in an open-label, randomized, controlled trial.
Methods: Patients with controlled disease >6
months after the start of IFX (5 mg/kg intrave-
nously) combined with immunosuppressives were
randomized to continue (Con) or to interrupt (Dis)
immunosuppressives, while all patients received sched-
uled IFX maintenance therapy for 104 weeks. Primary
end point was the proportion of patients who re-
quired a decrease in IFX dosing interval or stopped
IFX therapy. Secondary end points included IFX
trough levels, safety, and mucosal healing. Results: A
similar proportion (24/40, 60% Con) and (22/40, 55%
Dis) of patients needed a change in IFX dosing inter-
val or stopped IFX therapy (11/40 Con, 9/40 Dis).
C-reactive protein (CRP) was higher and IFX trough
levels were lower in the Dis group (Dis: CRP, 2.8
mg/L; interquartile range [IQR], 1.0 – 8.0; Con: CRP,
1.6 mg/L; IQR, 1.0 –5.6, P < .005; trough IFX: Dis:
1.65 �g/mL; IQR, 0.54 –3.68; Con: 2.87 �g/mL; IQR,
1.35– 4.72, P < .0001). Low IFX trough levels corre-
lated with increased CRP and clinical score. Mucosal
ulcers were absent at week 104 in 64% (Con) and 61%
(Dis) of evaluated patients with ongoing response to
IFX. Conclusions: Continuation of immunosuppres-
sives beyond 6 months offers no clear benefit over
scheduled IFX monotherapy but is associated with
higher median IFX trough and decreased CRP levels.
The impact of these observations on long-term out-
comes needs to be explored further.

The chimeric monoclonal antitumor necrosis factor
(TNF) antibody, infliximab (IFX), has proven to be

an efficacious therapy for refractory luminal and fistuliz-
ing Crohn’s disease (CD) and more recently for refractory
ulcerative colitis.1–5 In CD, initial retrospective cohort
studies have suggested that efficacy of IFX short-term is
superior in patients treated with concomitant immuno-
suppression.6 –10 Concomitant immunosuppression is
considered to protect mainly against immunogenicity
induced by IFX. When used in an episodic, on-flare,
regimen, IFX is likely to induce antibodies to infliximab
(ATI) leading to infusion reactions and to shorter dura-
tion of response.9 –13 Nevertheless, in clinical practice,
episodic retreatment with variable intervals and system-
atic maintenance strategies are currently in use. System-
atic 8-weekly maintenance therapy with IFX 5 mg/kg intra-
venously (IV) is associated with decreased formation of ATI
and appears to be the optimal strategy to minimize the
immunogenicity of IFX. This observation suggests that con-
tinuous exposure tolerizes the human body to a chimeric
(human-mouse) antibody such as IFX. In patients treated
with IFX on a scheduled maintenance basis, concomitant
immunosuppressive therapy is not clearly associated with
increased efficacy. Furthermore, a significant impact of
concomitant immunosuppressives on the incidence of
ATI formation was not observed, although none of the
studies was powered to test for differences in immuno-
genicity.11,12 In addition, preliminary data indicate that
the combination of immunosuppressive therapies in pa-
tients with inflammatory bowel disease (IBD) increases the
likelihood of adverse events including serious infections and

Abbreviations used in this paper: ATI, antibodies to infliximab; CD,
Crohn’s disease; CDAI, Crohn’s Disease Activity Index; CRP, C-reactive
protein; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; IBD, inflamma-
tory bowel disease; IBDQ, Inflammatory Bowel Diseases Question-
naire; IFX, infliximab; IQR, interquartile range; IV, intravenously; SC,
subcutaneous; SES-CD, simple endoscopic score–Crohn’s disease;
TNF, tumor necrosis factor.
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cancer.14 Alternatively, in patients with rheumatoid ar-
thritis, methotrexate and anti-TNF antibody cotherapy
compared with anti-TNF monotherapy is not associated
with an increased lymphoma risk.15 Recently, 11 cases of
hepatosplenic T-cell lymphoma reported in young pa-
tients with IBD treated with IFX and azathioprine in
combination therapy have heightened concerns about
the safety of combined immunosuppressive treatment.16

The principal aim of the present study was to evaluate
whether continuing standard immunosuppressives in pa-
tients who had been responding to a combination of IFX
and immunosuppressives for at least 6 months adds to the
long-term efficacy of scheduled maintenance as compared
with IFX monotherapy. The study was designed as a mul-
ticenter, prospective, randomized, open-label, superiority
trial.

Patients and Methods
Study Design
All patients ages 16 years or older and having

received IFX in an episodic or systematic maintenance
schedule were eligible if they had been treated with a
combination of IFX 5 mg/kg IV dosed with intervals of 8
weeks or longer and an appropriate dose of immunosup-
pressives (azathioprine/6-mercaptopurine or methotrex-
ate) for at least 6 months and provided they met all other
inclusion criteria and none of the exclusion criteria. Ap-
propriate dose of immunosuppressives was defined for
azathioprine as a maintenance dose of 2–2.5 mg/kg/day
or the maximally tolerated dose, for 6-mercaptopurine as
a maintenance dose of 1.5 mg/kg/day or the maximally
tolerated dose, and for methotrexate as a maintenance
dose of 15 mg per week or the maximally tolerated dose.
Compliance with azathioprine and 6-mercaptopurine
therapy was assessed by questioning patients at each visit
on the number of tablets taken daily and by following
mean corpuscular volume. For subcutaneous (SC) meth-
otrexate, all prescriptions were filled at the hospital phar-
macy. Additional inclusion criteria were documented full
clinical response to IFX and disease control at entry into
the trial and IFX therapy initiated for signs and symp-
toms of luminal CD. Disease control was defined as the
absence of intestinal or extraintestinal symptom as judged
by both patient and physician. Exclusion criteria were pre-
vious infusion reactions related to IFX and not controlled
with prophylactic treatment, pregnancy and lactation, inter-
current medical conditions precluding further IFX or im-
munosuppressive therapy, imminent need for CD-related
surgery, abdominal enterocutaneous fistula or actively
draining perianal fistula, and infectious causes of diar-
rhea. After confirmation of eligibility, patients were ran-
domized 1:1 to receive either IFX (5 mg/kg IV) scheduled
8 weekly retreatment from week 0 until week 104 with
continuation of immunosuppressives at the same dose
(Con) or IFX 5 mg/kg IV 8 weekly with discontinuation

at baseline of concomitant immunosuppressives (Dis).
Systemic steroids or oral budesonide and rectal steroids
or mesalamine were not allowed. Oral aminosalicylates
were kept stable during the trial. The protocol was ap-
proved by the University of Leuven Ethics Committee for
Clinical Trials, and written informed consent was ob-
tained from all patients.

Study Evaluations and End Points
Patients received 8-weekly treatments with IFX (5

mg/kg). Blood samples were collected before every infu-
sion with recordings of Crohn’s Disease Activity Index
(CDAI)17 and Inflammatory Bowel Diseases Question-
naire (IBDQ),18 and physical examination were per-
formed. In addition, occurrence of a disease flare, serious
adverse events, infusion reactions and delayed hypersen-
sitivity reactions, intercurrent surgery, or procedures
and/or rescue treatment was recorded every 8 weeks.
Every 16 weeks, all adverse events were noted in addition.
Serum samples were obtained prior to each infusion for
measurement of IFX “trough” levels and ATIs. Infliximab
serum concentrations were measured as previously pub-
lished with an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using TNF preincubated microplates and an
anti-human IgG indicator antibody.19 Serum concentra-
tions of ATI were analyzed using a double-antigen ELISA
based on their capture by IFX-coated microplates and their
detection by peroxydase-coupled IFX. Because of the inter-
ference of circulating infliximab, results were conclusive if
IFX concentration was �1.7 �g/mL. In case of a CD flare,
prior to the next scheduled infusion, the dosing interval was
shortened by 2 weeks. Increasing the IFX dose to 10 mg/kg
was not allowed. An increase of the CDAI to at least 70
points above the baseline value was defined as a luminal
disease flare. Endoscopic severity was assessed with the
simple endoscopic score–Crohn’s disease (SES-CD) score
(range, 0 –56), which incorporates size of ulcers and ul-
cerated area, affected area, and stenosis.20 Also, factors at
baseline (sex, time to start of IFX, previous on-demand
IFX treatment schedule, disease location, type of immu-
nosuppressive, and smoking status) were evaluated for
prediction of failure. Infusion reactions were managed
adhering to local standing orders and at the discretion of
the treating physician. Prophylactic treatment for pa-
tients with documented infusion-related reactions was
tailored to the severity of the reactions. IV corticosteroids
(maximum, 250 mg hydrocorticone or equivalent) and
oral or parenteral antihistaminics were allowed. This pro-
phylaxis was kept stable while the patient was on the
trial.

Data Analysis
Baseline patient characteristics were explored with

descriptive statistics. The primary end point of this trial
was the proportion of patients needing early rescue IFX
because of a disease flare or interrupting further IFX
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dosing because of loss of response, intolerance, or inter-
current adverse event. Secondary end points included the
proportion of patients interrupting further IFX dosing,
endoscopic mucosal healing at week 104, safety and tol-
erability of IFX in each arm, serum IFX trough levels, and
immunogenicity (defined as presence of ATIs). Random-
ization on a 1:1 basis without stratification was central-
ized at the University of Leuven hospitals. Data were
analyzed on an intention-to-treat basis using SPSS 15.0
software (SPSS, Inc, Chicago, IL). Two-tailed Fisher exact
tests were used to test for difference between proportions
and Kruskal–Wallis and Mann–Whitney tests for non-
parametric observations. Univariate analysis was used to
test for predictive values with Bonferroni correction for
multiple comparisons. Kaplan–Meier analysis with log-
rank statistics was performed to test for differences in
time to failure and time to interruption of IFX. Patients
who achieved the primary end point (needing an interval
change or stopping IFX therapy) were censored at that

time, and CRP, CDAI, and IFX trough levels were not
collected afterwards, although these patients were still
followed for safety and loss of response. In the intention-
to-treat analysis, the last observation carried forward was
used for CRP, CDAI, and IFX trough levels. The study
was designed as a superiority trial to detect a clinically
relevant difference of 35% between the 2 groups with a
power of 80% assuming that 25% of patients in the
immunosuppressives continuation group would achieve
the primary end point over the study period of 104
weeks. The power to detect a 10% difference was 10%.
Statistical significance was accepted at the 5% level.

Results
Patient Demographics
Forty patients were included and randomized in

each arm between February 2004 and May 2005 (Figure
1). As shown in Table 1, there were no differences be-

Figure 1. Patient disposition
throughout the trial. Patients
achieving the primary end point
of needing a change in IFX dos-
ing schedule, including stop-
ping IFX dosing, are repre-
sented first. Patients who
stopped further infliximab dos-
ing are also listed separately.

Table 1. Patient Demographics

Continuation group Discontinuation group P value

Number 40 40
Age, y 35.6 � 9.5 35.4 � 10.8 .76
Sex 42.5% Male 47.5% Male .45
Duration of disease, median (range), y 9 (1�36) 9 (2�25) .86
Baseline CDAI 137.6 � 90.1 138.1 � 98.7 .98
Baseline CRP, median (IQR), mg/L 3.4 (1.0�10.6) 3.2 (1.0�7.1) .54
Location (% colonic only) 32.5% 12.5% .16
Active smokers 45.0% 47.5% .82
Previous on-demand/scheduled every 9–12

weeks/scheduled every 8 weeks treatment
33%/15%/52% 38%/12%/50% .80

Time since start IFX, median (range), mo 34.5 (6�112) 24.5 (6�90) .73
Time since start immunosuppressives, median (range), mo 37 (6�112) 25 (6�98)
Weight, kg 69.8 � 13.7 71.2 � 19.7 .76

NOTE. All parameters not significantly different.
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tween the groups for age, sex, smoking status, weight,
duration of disease, baseline CDAI and CRP, disease
location, duration of IFX or immunosuppressives ther-
apy, type of immunosuppressive, and previous IFX main-
tenance strategy (Table 1). None of the patients had
received a loading scheme with IFX 5 mg/kg at 0, 2, and
6 weeks because this strategy is not used in patients with
CD at our centers. Patients with on-demand therapy,
systematic 9- to 12-week, and systematic 8-week mainte-
nance, were evenly distributed.

Clinical Outcomes
Twenty-four out of 40 (60%, 95% CI: 45%–74%)

patients in the continuation and 22 of 40 (55%, 95% CI:
40%– 69%; difference between groups, 5%; 95% CI: 0.50%–
17%) in the discontinuation group needed a change in
the IFX dosing schedule or stopped IFX dosing (P � .65),
which was the primary end point. The main reason for

shortening the dosing interval was CD flare (Con: 14/24
patients; Dis: 16/22 patients; Figure 1). Infliximab dosing
was definitively stopped in 11 (27%, 95% CI: 16%– 43%)
patients (Con) and 9 (22%, 95% CI: 12%–38%) patients
(Dis) (between group difference, 5%; 95% CI: 0.50%–17%),
respectively, and predominantly for loss of response
and/or intolerance (Con: 8/11 patients, Dis: 9/9 patients;
Table 2). Kaplan–Meier analysis indicated that the time
to shortening of the interval between IFX infusions or
time to stopping IFX dosing was not different between
the 2 groups (log rank: P � .74 [interval change] and P �
.35 [stop IFX]; Figure 2). Median CDAI and IBDQ were
not different between the 2 groups from week 8 through
week 104 (CDAI median and interquartile ranges [IQR]:
Con: 92 [34 –164], Dis: 104 [55–165]; IBDQ median
[IQR]: Con: 174 [157–196], Dis: 176 [158 –194]) Adverse
events were evenly distributed. In total, 60% of patients in
the continuation and 62% in the discontinuation group
reported side effects, and serious adverse events were
noted in 3 patients in both groups (Table 2). The mor-
tality rate in the trial was 0%, and the malignancy rate
was 1.2% (1/80, basocellular skin Ca, discontinuation
group). Two additional serious adverse events, a renal cell
carcinoma (Con) and a sudden cardiac death (Dis), were
observed within the study period of 104 weeks, both in
patients who had discontinued IFX for more than 8
weeks prior to the event because of loss of response.
Predefined potential predictors of failure were tested in
univariate analysis. Sex, time to start of IFX, previous
on-demand IFX treatment schedule, disease location,
type of immunosuppressive, previous allergic reaction,
and smoking status were not associated with poor out-
come (Table 3), and a multivariate analysis was not per-
formed. In addition, when patients were stratified based
on prior IFX dosing strategy in a post hoc analysis, we
observed no difference in clinical outcomes, CRP, IFX

Figure 2. Life table analysis
(Kaplan–Meier) of the patient
outcomes. (A) Analysis in both
groups of the need for early res-
cue IFX or stopping IFX therapy
(primary end point). (B) Analysis
in both groups of the need to
stop further IFX therapy. P val-
ues are listed for the log-rank
test only.

Table 2. Adverse Events and Serious Adverse Events

Continuation
group

Discontinuation
group

Serious AEs 3/40 (7.5%) 3/40 (7.5%)
1 Pregnancy
1 Pneumonia
1 Partial colectomy

1 Appendectomy
1 Skin carcinoma
1 Ureterolithiasis

AEs
Patients with �1 AE 60% 62.5%
Total number of AEs 60 42
Infections 12 10
Liver test elevations 2 0
Arthralgias/arthritis 9 8
Infusion reactions 3 2

NOTE. In the safety follow-up of this trial, we recorded 1 renal cell
carcinoma (Con group) and 1 sudden cardiac death (Dis group). Both
patients had discontinued IFX for more than 8 weeks.
AE, adverse event.
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trough levels, or CDAI for patients with prior on-demand
(�12 weeks interval), scheduled every 9 –12 weeks, or
scheduled every 8 weeks interval treatment.

Biologic End Points
Median CRP level at baseline was not different

between the 2 groups (Table 1). Fourteen of 40 (Con) and
12 of 40 (Dis) patients had an elevated CRP (�5 mg/L)
level at baseline. Eight of 16 patients (50%) who experi-
enced a flare and needed early rescue IFX (primary end
point) had an elevated CRP level in the Dis group as
compared with 9 of 14 (64%, NS) in the Con group.
Overall, the CRP levels from week 8 through week 104

were significantly higher in the Dis group (median, 2.8;
IQR, 1.0 – 8.0) than in the Con group (median, 1.6; IQR,
1.0 –5.6, P � .005). At most individual time points, me-
dian CRP values were numerically higher in the Dis
group, but the differences did not reach significance
(Figure 3). Baseline IFX serum trough levels were similar
in both groups, although a high interpatient variability
was observed (Figure 4). Last observation carried forward
(IFX level at the primary end point) was used to compen-
sate for missing trough levels in patients with a change
in their dosing interval. The median trough levels from
week 8 through week 54 were significantly higher in
the Con group than in the Dis group (median [IQR]:

Figure 3. CRP (A) and IFX
trough levels (B) in both groups
throughout the trial. In the
graphs with individual time
points, data are represented as
medians and IQR. The dotted
line in panel A marks the upper
limit of normal for CRP (5 mg/L).
Levels of significance are indi-
cated when appropriate. Num-
bers below the x-axis in panel B
represent the number of pa-
tients still on the trial, who had
not achieved the primary end
point.

Table 3. Factors Evaluated as Potential Predictors of the Need of a Change in IFX Dosing Interval and the Need to
Discontinue IFX Therapy

Need for early rescue IFX (n � 46) Need to discontinue IFX (n � 20)

OR (95% CI) P value OR (95% CI) P value

Sex, male (36/80) 0.58 (0.24–1.41) .26 2.38 (0.72–7.88) .35
Immunosuppressive MTX (26/80) 0.52 (0.20–1.35) .23 1.69 (0.57–5.50) .39
Previous reaction (14/80) 0.28 (0.08–1.01) .17 0.78 (0.69–0.89) .06
Previous on-demand treatment (28/80) 0.96 (0.38–2.46) .93 0.41 (0.13–1.40) .14
Ileal or ileocolonic disease (62/80) 0.74 (0.28–1.95) .37 1.11 (0.31–3.97) .87
Nonsmoker (43/80) 2.13 (0.87–5.25) .12 1.71 (0.58–5.78 .35

NOTE. P � corrected P value for multiple comparison (Bonferroni).
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Con: 2.87 [1.42– 4.80] �g/mL, Dis: 1.65 [0.54 –3.53] �g/
mL, P � .0001]. At individual time points, significantly
lower levels were observed from week 40 through week
88. At later time points, more patients had undetectable
IFX trough serum levels in the Dis group (Figure 4). ATIs
were infrequently found (Con: 5.0% [2/40], Dis: 12.5%
[5/40], P � .43). Also in patients with low IFX trough
levels at repeated time points allowing for conclusive
assessment (�1.7 �g/mL, 39/80), only 18% were ATI
positive.

Overall CRP and CDAI values correlated with IFX
trough levels (CRP: r � 0.387, CDAI: r � 0.205, P � .01).
In an exploratory analysis, we categorized all CRP and
CDAI values with a matching IFX serum level depending
on the corresponding trough levels in 4 groups based on
the quartiles of the trough levels (Q1, 0 –25th percentile:
0 – 0.90 �g/mL; Q2, 25th–50th percentile: 0.91–2.23 �g/
mL; Q3, 50th–75th percentile: 2.24 – 4.54 �g/mL; Q4,
75th–100th percentile: �4.55 �g/mL.) Low trough levels
were associated with higher median levels of CRP in Q1

and Q2 (P � .0001) and in Q1 for CDAI (P � .05) (Figure
5). Low or undetectable trough levels (Q1 and Q2, 0 –2.23
�g/mL) at week 8 were also associated with a higher
proportion of patients needing a change in IFX dosing
interval (69.4% [Q1–Q2] vs 42.9% [Q3–Q4], P � .01; odds
ratio (OR), 3.99 [95% CI: 1.53–10.11]).

Endoscopic End Point
Ileo-colonoscopy was performed in 49 of 60 pa-

tients with ongoing IFX therapy, including those with a
change in dosing interval (10/60 patients declined
colonoscopy, 1/60 had no colonic lesions before starting
IFX). Endoscopic healing with absence of mucosal ulcers
was observed in 16 of 25 (64%, Con) and 14 of 23 (61%,
Dis) and aphtous ulcers (�0.5 cm) or no ulcers in 80%
and 87% of patients, respectively. Information on muco-
sal lesions before starting IFX was available in 31 of these
49 patients, and all 31 patients had ulcers at that time.
Median SES-CD endoscopic severity scores in patients
with ongoing IFX therapy were 1 (Con: range, 0 –14) and
2.5 (Dis: range, 0 –13, NS), respectively. CRP levels corre-
lated with endoscopic severity scores (r2 � 0.202, P �
.01).

Discussion
The benefit of conventional immunosuppressives

such as thiopurines and methotrexate in combination
with scheduled IFX maintenance therapy is still debated.
In this study, we aimed to investigate the additional
benefit of immunosuppressives continuation in patients
with luminal CD treated with scheduled IFX mainte-
nance beyond the induction period. We found no advan-
tage of continuing immunosuppressives for clinical out-
comes including mucosal healing. However, the
combined treatment approach resulted in sustained high
IFX trough levels and lower CRP values. In addition, the

Figure 4. Proportion of patients with undetectable IFX trough serum
levels in both arms and at different time points throughout the trial. Data
are expressed as percentage of patients still on the trial (for patient
numbers see Figure 3B).

Figure 5. CRP levels and CDAI
scores in all patients measured
at all study time points ex-
pressed as a function of trough
serum IFX levels (�g/mL).
Trough levels below 0.3 �g/mL
and below 2 �g/mL were asso-
ciated with elevated median
CRP levels. CDAI was not af-
fected by trough IFX levels.
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results clearly indicate that sustained clinical response to
IFX is accompanied by mucosal healing after a time
period of 2 years. Our results confirm the data from IFX
induction trials21 and from ACCENT I22 in that we show
durable mucosal healing at 2 years in patients with ongoing
clinical response to infliximab maintenance therapy.

Several retrospective observations have indicated that
concomitant immunosuppressives at onset of IFX ther-
apy are associated with improved short-term benefit and
result in better long-term clinical outcomes when epi-
sodic therapy is used by decreasing the immunogenicity
of this chimeric monoclonal antibody.8 –13 However, with
systematic IFX maintenance therapy, a protective effect
of immunosuppressives has not been clearly demon-
strated, although no study has been prospectively pow-
ered to specifically address this question.11,12 In the cur-
rent trial, all patients had been treated with IFX and
immunosuppressives in combination for at least 6
months. When IFX is dosed with intervals of more than
8 weeks duration, there is theoretically an increased risk
of immunogenicity and secondary loss of response, but
we did not observe a difference in clinical or biologic end
points for patients with prior IFX dosing intervals of �12
weeks, 9 –12 weeks, or 8 weeks, respectively. Although,
clearly, over a period of 2 years more than 50% of the
patients needed an adjustment in their dosing schedule,
less than 25% stopped IFX therapy because of intolerance
and/or loss of response. This was an open-label trial, and
we followed a “real life” approach. The decision to
shorten the dosing interval was mainly based on disease
symptoms (CDAI driven) and not on endoscopic criteria
nor on an increase in CRP. The open-label nature may
have introduced several biases specifically toward overre-
porting of disease flares in patients who discontinued
immunosuppressives. Although all previous controlled
trials with IFX have been exclusively guided by CDAI, our
approach may partially explain why up to 50% of patients
with a symptomatic CD flare had no increased CRP. In
this respect, it is important to note that there was also no
difference between the 2 groups in proportion of IFX
therapy patients stopping because of loss of response.

This study is mainly limited by the fact that we as-
sumed “superiority” of continued immunosuppressives,
and it was not powered to detect subtle differences in
clinical benefit between the 2 strategies. To ascertain the
equivalence of both strategies, an adequately powered
noninferiority trial with 250 or more patients in each arm
would be required. Therefore, we may have missed a
smaller increase in the proportion of patients losing the
efficacy of IFX after discontinuation of immunosuppres-
sives. However, at no time during the 104 weeks fol-
low-up could a trend toward more or earlier relapse in
the discontinuation group be inferred from the life table
analyses. Also, no prospective trials, which could be used
as a reference to estimate the risk difference, have been
published.

Interestingly, in this study, stopping immunosuppres-
sives after at least 6 months of combined therapy with
IFX resulted in a gradual decrease of serum IFX trough
levels over time. The influence of withdrawing immuno-
suppressives on the pharmacokinetics of infliximab had
no major impact on the clinical response over a 2-year
time period, but we found higher overall CRP levels in
the group with discontinuation of immunosuppressives.
In addition, undetectable or low IFX trough levels were
associated with increased CRP and with a higher need for
a change in dosing interval. We, therefore, confirm an
earlier observation in a cohort of patients with CD
treated with scheduled or episodic IFX maintenance of a
clear association between trough serum IFX and CRP
levels and also the association of a continuous decay in
trough serum IFX below 2 �g/mL with loss of endo-
scopic and clinical remission.12 The increased CRP levels
may reflect a state of “subclinical inflammation” because
they also correlated with endoscopic severity. On the
contrary, patients with normalization of CRP levels, en-
doscopic healing, and high sustained IFX trough levels
are probably in definitive remission as far as the inflam-
matory reaction is concerned. Whether this “clinical and
biological remission” impacts on the disease course be-
yond 2 years of follow-up needs to be explored further. It
is unclear whether these differences in CRP and IFX
trough levels herald an increased loss of response over
time. If this were true, it may negatively impact on pa-
tient outcomes because a recent controlled trial with
another anti-TNF antibody, adalimumab, indicated that
patients with prior loss of response or intolerance to IFX
are less likely to respond to a second anti-TNF antibody.

In contrast to earlier observations of an association
between antibodies to infliximab (ATIs) and IFX trough
levels with episodic infliximab retreatment therapy,9,13 we
were unable to identify a clear influence of ATI formation
on the pharmacokinetics of scheduled IFX retreatment.
However, the interference of IFX serum levels with the
ATI assay precludes firm conclusions about the degree of
immunogenicity in both groups, particularly considering
the observed differences in IFX trough levels. Alterna-
tively, immunosuppressives could impact on the pharma-
cokinetics of IFX via other pathways than the prevention
of ATIs. In CD, there are no prior prospective studies on
the impact of concomitant immunosuppressive therapy
on pharmacokinetics of scheduled infliximab retreat-
ment. In patients with rheumatoid arthritis, a high in-
terindividual variability in IFX trough levels had previ-
ously been shown in agreement with our results.23 As a
rescue strategy for early CD flares during maintenance
IFX therapy, we shortened the interval between infusions
rather than increasing the dose per infusion, a strategy
that was confirmed to result in higher sustained IFX
levels than increasing the dose.24

In conclusion, in this prospective trial, continued com-
bined IFX and immunosuppressive treatment beyond 6
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months was not superior to withdrawal of immunosup-
pressives despite higher IFX concentrations and lower
CRP levels with combination therapy. Scheduled IFX
maintenance therapy combined with immunosuppres-
sives and scheduled IFX monotherapy are 2 alternative
strategies trading the risk of losing efficacy for a possible
gain in long-term safety. Our observation of changes in
IFX pharmacokinetics and in a biomarker of inflamma-
tion after discontinuation of immunosuppressives may
precede loss of efficacy in a proportion of patients and
should be explored in larger prospective trials.
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Abstract

Introduction Adjustment of infliximab dosage for individuals
may be useful in improving therapeutic response in rheumatoid
arthritis (RA). Herein, we aimed to determine whether
measurement of infliximab serum concentration modifies the
therapeutic decision and improves the control of disease
activity.

Methods RA patients routinely treated with infliximab were
included in an observational open-label study. On visit 1 (V1),
according to the disease activity, a preliminary therapeutic
decision was selected among four therapeutic options and a
blood sample was collected to measure trough serum infliximab
concentration. The final therapeutic decision, based on both
disease activity and serum infliximab concentration assessed at
V1, was applied at the following infusion (V2). Clinical and

biological evaluations were performed at V3 and V4 and
compared with those at V1.

Results We included 24 patients. The final therapeutic decision
differed from the preliminary decision for 12 patients (50%). For
patients with increased infliximab dosage at V2, mean disease
activity score for 28 joints (DAS28) decreased by about 20% at
V3 or V4 as compared with V1 (P < 0.05). Decreased DAS28
was correlated with increased serum infliximab concentration (P
< 0.02).

Conclusions The measurement of infliximab trough
concentration modifies the therapeutic decision for RA patients
and helps improve control of disease activity. Therapeutic drug
monitoring of infliximab in RA may be useful for individual
dosage adjustment.

Introduction
Infliximab is a chimeric monoclonal antibody against tumor
necrosis factor-alpha (TNF-α) used in the treatment of rheuma-
toid arthritis (RA); its efficacy was demonstrated in a rand-
omized controlled trial [1]. The variable inter-individual
response is explained at least in part by individual pharmacok-
inetics [2]. Clinical response in RA is indeed influenced by inf-
liximab serum concentration [2-6], and we have recently
shown that this concentration predicts long-term disease con-

trol in daily practice [7]. Adjustment of infliximab dosage for
individuals may be useful in improving therapeutic response
[8,9]. Hence, patients with persistent active disease and low
infliximab concentrations could benefit from an increase in inf-
liximab dosage, whereas those with poor disease control and
high infliximab concentrations should switch to another biop-
harmaceutical. In contrast, patients with optimal disease con-
trol and high infliximab concentrations might benefit from a

ATI: antibody toward infliximab; DAS28: disease activity score for 28 joints; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; RA: rheumatoid arthritis; 
TNF-α: tumor necrosis factor-alpha; V1, V2, and so on: visit 1, visit 2, and so on.
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controlled reduction in infliximab dose or an increase of dosing
intervals to decrease the risk of dose-related side effects.

We aimed to determine whether the measurement of serum
infliximab concentration modifies the therapeutic strategy and
improves the control of disease activity in RA. The secondary
objective was to study whether this improvement in control of
disease activity is related to changes in infliximab concentra-
tion.

Materials and methods
Patients
All RA patients visiting our rheumatology department from May
to August 2007 to receive their routine infliximab infusion,
according to recommendations from the French Society for
Rheumatology for patients receiving anti-TNF biopharmaceuti-
cals [10], were followed up during four visits (V1 to V4).
According to the rules applied in our setting, patients were
asked to complete a weekly questionnaire recording pain, joint
stiffness, and disease activity on visual analog scales to esti-
mate overall disease activity since the last infusion. In this
observational study, eligible patients had received at least four
infusions of infliximab, had an infliximab dose (in milligrams per
kilograms) and dosing interval (± 4 days) similar to those of the
previous infusion, had no change in use of disease-modifying
anti-rheumatic drugs since the previous infusion, and had no
pregnancy or surgery scheduled within the following three
infusions. The study design is summarized in Figure 1. The
patients gave their informed consent to participate in the
study, and the study protocol was in compliance with the Dec-
laration of Helsinki. This study was approved by our local insti-
tutional review board.

Serum concentrations of infliximab and antibody toward 
infliximab
A blood sample was drawn just before each infusion from V1
to V4. Serum infliximab concentrations were measured by

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as previously
described [11]. The limit of detection of this technique is
0.014 μg/mL. The lower limit of quantitation and upper limit of
quantitation are 0.04 and 4.5 μg/mL, respectively. Serum con-
centrations of antibody toward infliximab (ATI) were measured
by double-antigen ELISA with capture by infliximab-coated
microplates and detection by peroxydase-coupled infliximab.
The ELISA was standardized by use of a mouse monoclonal
antibody to all subclasses of human IgG. The limit of detection
was 0.20 μg/mL. The technique was tested on 195 serum
samples from healthy blood donors (37%), patients with
autoimmune diseases (59.5%), and patients with hypergam-
maglobulinemia (3.5%) and did not lead to false-positive
results, even in the presence of rheumatoid factor. Because of
the interference with circulating infliximab, results were con-
clusive if the infliximab concentration in the sample was less
than 1.7 μg/mL.

Preliminary therapeutic decision (before knowing 
infliximab concentration)
The preliminary therapeutic decision at V1 was based on clin-
ical and conventional laboratory marker testing. Control of dis-
ease activity was categorized as 'optimal', 'acceptable', or
'inadequate' by a combination of disease activity score for 28
joints (DAS28) and physician global assessment. Taking into
account the control of disease activity, the physician selected
a preliminary therapeutic decision from among four options:
(a) decrease infliximab dosage, (b) maintain the same inflixi-
mab dosage and possibly add another therapeutic intervention
(that is, intra-articular corticosteroid injection, physical treat-
ment, or analgesic pharmaceuticals), (c) increase infliximab
dosage, or (d) discontinue infliximab and switch to another
treatment. An increase in infliximab dosage was not possible if
the V1 dosage was considered maximal (that is, a dose of at
least 7.5 mg/kg or an interval of not more than 4 weeks).

Figure 1

Study designStudy design. Each visit corresponds to infliximab infusion and included clinical assessment, a blood sample for measurement of infliximab, and test-
ing for antibody against infliximab. The final therapeutic decision took into account infliximab concentration measured at visit 1. RA, rheumatoid arthri-
tis.
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Final therapeutic decision
The final therapeutic decision applied at V2 (Figure 1) took
into account both the assessment of disease activity and the
trough serum infliximab concentration measured at V1 (Table
1). According to available published data [2,3,12,13], a target
infliximab serum concentration of 5 μg/mL was selected.
Trough infliximab concentration was classified as low (<2.0
μg/mL), medium (≥2.0 and <8 μg/mL), or high (≥8 μg/mL).

Statistical analysis
Clinical and biological markers of disease activity, DAS28, and
trough serum infliximab concentration at V1 were compared
with those at V3 and V4. Statistical differences were analyzed
by the Wilcoxon non-parametric test for continuous variables.
The relation between change in infliximab serum concentration
and change in DAS28 from V1 to V4 was analyzed by the
Spearman non-parametric correlation test. Statistical analysis
involved Statview version 5 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). A two-tailed P value of less than 0.05 was considered
statistically significant. Results are presented as median
[range] unless otherwise stated.

Results
Characteristics of patients
A total of 24 patients (8 men) were included. The median age
was 61 years [34 to 78], and the disease duration was 10
years [5 to 58]. The median duration of infliximab treatment
was 56 months [3 to 76], and the number of previous inflixi-
mab infusions was 31 [4 to 39]. Before receiving infliximab, 2
patients (9%) had received one of the two other anti-TNF-α
biopharmaceuticals available at that time. Sixteen patients
were receiving prednisone (dose/day = 5 mg [0.5 to 10.0]),
and 20 patients were receiving methotrexate (dose = 10 mg/
week [5 to 17.5]). The median interval between infliximab infu-
sions was 8 weeks [6 to 9], and the dose of infliximab infusion
was 3.75 mg/kg [2.80 to 7.30]. The median infliximab concen-
tration was 3.00 μg/mL [0.01 to 7.80]. No patient had a high
trough infliximab concentration, 17 patients (71%) had
medium trough concentrations, and 7 (29%) had low trough

concentrations. The median erythrocyte sedimentation rate
was 14 mm/hour [5 to 49], the level of C-reactive protein was
5.0 mg/L [0.6 to 22.0], and DAS28 was 2.65 [1.48 to 6.16].
At V1, 12 patients (50%) showed optimal control of disease
activity, 5 (21%) acceptable control, and 7 (29%) inadequate
control. Only one patient was positive for ATI at V1 (2.18 μg/
mL) with a concomitant infliximab concentration that was
undetectable (0.01 μg/mL). This patient had been receiving
infliximab for 9 months. Her infliximab dosage was increased
during the study, but she eventually discontinued the treat-
ment after V4.

Difference between preliminary and final therapeutic 
decision
The final therapeutic decision, taking into account serum inflix-
imab concentration, differed from the preliminary therapeutic
decision for 12 patients (50%) (Additional data file 1). For 7
patients, the infliximab dosage was increased for the final ther-
apeutic decision as compared with 3 patients for whom the
dosage was increased at the preliminary therapeutic decision.
Of the 7 patients, 6 were considered to have an inadequate
control of disease activity (2 with medium and 4 with low inflix-
imab concentration) and 1 was considered to have acceptable
control (with medium infliximab concentration).

Evolution of clinical and biological markers of disease 
activity
Changes in DAS28 over time are presented in Figure 2.
DAS28 significantly improved from V1 to V3 (P < 0.05) for
patients with an increase in infliximab dosage. The mean
improvement in DAS28 for patients of this group was about
20%. The improvement as compared with V1 was maintained
at V4 (P < 0.05).

Relation between change in serum infliximab 
concentration and change in disease activity
As shown in Figure 3, changes in DAS28 and infliximab con-
centration between V1 and V4 were inversely related (P <
0.02).

Table 1

Final therapeutic decision at visit 2 based on disease activity control and serum trough infliximab concentration

Control of disease activity

Optimal Acceptable Inadequate

High: C (μg/mL) ≥8.0 Decrease infliximab 
dosage

Maintain same infliximab 
dosage

Switch to another 
biopharmaceutical

Infliximab trough 
concentration

Medium: 2.0 ≤ C (μg/mL) 
<8.0

Maintain same infliximab 
dosage

Consider increasing infliximab dosagea

Increase infliximab dosageLow: C (μg/mL) <2.0 Maintain same infliximab 
dosage

Infliximab dosage could not be increased if the current dosage was considered maximal (that is, at least 7.5 mg/kg or interval of not more than 4 
weeks). aIf the physician kept the same infliximab dosage, another therapeutic intervention could be added (that is, intra-articular corticosteroid 
injection, physical treatment, or analgesic pharmaceuticals). C, concentration.



Arthritis Research & Therapy    Vol 11 No 6    Mulleman et al.

Page 4 of 6
(page number not for citation purposes)

Discussion
To our knowledge, this is the first study to highlight the useful-
ness of pharmacokinetic monitoring of infliximab concentration
to control disease activity in RA. Indeed, the measurement of
trough infliximab concentration modified the therapeutic deci-
sion for half of our patients and led to improved control of dis-
ease activity for patients for whom infliximab dosage was
increased. Our results confirm those of a clinical observational
study that did not monitor infliximab concentrations [8]. The
strength of our approach lies in a strategy that took into
account both disease activity and serum infliximab concentra-
tion.

The second important finding is the relation between increase
in serum infliximab concentration and clinical improvement, as
measured by the DAS28. Because concomitant medications
remained unchanged during the study for patients whose inf-
liximab dosage had been increased, the improvement in
DAS28 should have resulted from the increase in infliximab
concentration. Our results also confirm the inter-individual var-
iability of infliximab pharmacokinetics. Despite a median inflixi-
mab dose (3.75 mg/kg [2.80 to 7.30]) above that
recommended in patients with RA, 7 patients (29%) had low
trough concentrations.

Clinicians can face two situations with RA patients receiving
infliximab. The first corresponds to patients with optimal dis-
ease control, for whom the physician could consider reducing
infliximab dosage. However, a decrease in infliximab dosage
without infliximab concentration monitoring may lead to under-
exposure, a situation that can predict insufficient control of dis-
ease activity and increased risk of positivity for ATI [4,14]. For
the preliminary therapeutic decision, infliximab dosage reduc-
tion was planned for 6 patients; however, because these
patients were all considered satisfactorily exposed or underex-
posed, they continued the same regimen for the final therapeu-

tic decision. The second situation corresponds to patients
with disease control the physician considers acceptable or
inadequate. In this situation, the physician could consider
increasing the infliximab dosage to improve the control of dis-
ease activity. However, concerns arise in the prolonged use of
TNF-α antagonists, especially at high doses [15]. Therefore,
the measurement of serum infliximab concentration in this sit-
uation could be useful to avoid an unnecessary increase in
dosage in patients with concurrent high infliximab concentra-
tion and hence a risk of dose-dependent side effects. Monitor-
ing of infliximab concentrations in this situation would lead the
clinician to increase the dosage only if the patient does not
have a high infliximab concentration. Therapeutic drug moni-
toring of infliximab could result in a lowering of dosage in
patients having higher exposure than needed, in an increasing
of dosage in others, or in a discontinuation of infliximab in non-
responders with high exposure. As a whole, such a strategy
should improve the cost-effectiveness of infliximab in RA.

Our method to determine infliximab serum concentration
detects the active form of infliximab (that is, the species that
can bind to TNF-α), not infliximab molecules that are already
bound to TNF-α or ATI. The choice of measuring the active
form allows investigators to analyze the concentration-effect
relationship.

Immunogenicity induced by anti-TNF-α biopharmaceuticals
has been associated with low concentrations and poor clinical
outcomes [16]. Our technique for ATI detection was limited by
the presence of circulating infliximab. The problem is well
known and is encountered whatever the method used [17].
Also, ATI may have underestimated the infliximab determina-
tion by neutralizing both infliximab paratopes. However, such
undetectable infliximab molecules are inactive and cannot be
taken into account for pharmacokinetic-pharmacodynamic
analysis. Positivity for ATI influences the pharmacokinetics of

Figure 2

Relative change in mean disease activity score for 28 joints (DAS28) over time according to final therapeutic decision (Table 1)Relative change in mean disease activity score for 28 joints (DAS28) 
over time according to final therapeutic decision (Table 1). *P < 0.05.

Figure 3

Relation between change in serum infliximab concentration and change in disease activity score for 28 joints (DAS28) from visit 1 to visit 4Relation between change in serum infliximab concentration and change 
in disease activity score for 28 joints (DAS28) from visit 1 to visit 4. 
Because of missing data, four patients are not represented.
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infliximab in ankylosing spondylitis [18] and inflammatory
bowel disease [19], but the determining factor in the concen-
tration-effect relation of infliximab is infliximab itself.

Only one patient was positive for ATI, and this can be
explained by the duration of infliximab treatment, 56 months [3
to 76]. Indeed, patients positive for ATI probably had already
switched to another treatment because of clinical signs of
immunization or secondary failure of treatment. ATI false-neg-
ative results may have occurred for sera with detectable inflix-
imab concentrations.

Our study has several limitations. Because it is an open-label
observational study, patients may have been influenced by the
therapeutic decision, especially those who were notified of an
increase in infliximab dosage. Therefore, our results need to be
confirmed by a randomized controlled study comparing thera-
peutic drug monitoring of infliximab with usual care. Also, our
approach, based on a single clinical assessment, can be
applied only for patients considered to have stable disease
activity and not those with acute flare, whose condition
requires a rapid therapeutic intervention. Because patients
with acute flare were not considered in our study, we cannot
extend our strategy to such patients. Because RA activity var-
ies with time, we used a weekly diary to estimate global dis-
ease activity between two consecutive infusions to limit this
factor. Another limitation of our study is that our population of
RA patients had been treated for a long time with infliximab.
Whether a dosage adjustment during the early initiation of
treatment could be of benefit in terms of response is a chal-
lenging question. Since the concentration-effect relationship
of infliximab is poorly known, therapeutic drug monitoring will
be more difficult to test at treatment initiation. For that reason,
our results apply only to RA patients with a relatively long
period of treatment, not to patients at their initiation.

Conclusions
The measurement of serum trough infliximab concentration
modifies the therapeutic decision for RA patients and leads to
improved control of disease activity. Thus, therapeutic drug
monitoring of infliximab may improve the control of disease
activity in RA.
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Facteurs immunologiques et génétiques

impliqués dans la variabilité de la

pharmacocinétique des anticorps thérapeutiques

Résumé

A l’instar des pionniers de la sérothérapie qui s’interrogeaient déjà sur la pharmacologie des
anticorps, nous avons analysé les facteurs immunologiques susceptibles d’influencer la
pharmacocinétique des anticorps monoclonaux recombinants. Leurs séquences peptidiques et
les gènes codant leurs domaines variables ont été précisément décrits afin d’évaluer leur
divergence par rapport au répertoire germinal humain. En ce qui concerne les domaines
constants, nous avons identifié les déterminants allotypiques qu’ils portent, et recherché si les
allotypes G1m du patient pouvaient influencer la survenue des anticorps induits, en prenant
l’infliximab comme modèle d’étude. Même si cela ne semble pas être le cas pour cet anticorps
chimérique, la mise au point des tests de détection des anticorps induits nous a permis de
quantifier pour la première fois leurs effets sur la pharmacocinétique des anticorps
thérapeutiques. La survenue des anticorps anti-infliximab provoque la diminution de moitié
de la demi-vie d’élimination de cet anticorps ; des résultats analogues ont été obtenus avec
l’adalimumab. Une autre piste de recherche serait d’explorer FcRn, le récepteur néonatal des
IgG impliqué dans leur métabolisme et dont les polymorphismes pourraient influencer la
pharmacocinétique.

Mots-clés : Anticorps monoclonaux recombinants – infliximab – antibodies to infliximab
(ATI) – allotypes – pharmacocinétique – FcRn

Résumé en anglais
As the pioneers of serotherapy who already wondered about antibody pharmacology, we have
analysed the immunologic factors that may influence recombinant therapeutic antibody
pharmacokinetics. Their peptidic sequences and the genes encoding their variable domains
were precisely described in order to evaluate their divergence from the human germline
repertoire. We also identified the allotypic determinants they carry and explored whether the
patient G1m allotypes can influence the onset of induced antibody, taking infliximab as a
model. Although it does not seem to be the case for this chimaeric antibody, the setting up of
assays detecting induced antibodies allowed us to quantify for the first time their influence on
therapeutic antibody pharmacokinetics. Antibodies against infliximab are associated with a
half decrease in the elimination half life of infliximab; analogous results were obtained for
adalimumab. Another interesting way of investigation would be to explore FcRn, the IgG
neonatal Fc receptor which plays a role in IgG metabolism and whose genetic polymorphisms
may influence IgG pharmacokinetics.

Keywords: recombinant monoclonal antibodies – infliximab – antibodies to infliximab (ATI)
– allotypes – pharmacokinetics – FcRn


