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> Uimmunogénicité des protéines thérapeutiques
est un cauchemar pour les industriels, car les
anticorps induits par une réponse immunitaire
peuvent neutraliser I'activité thérapeutique
des protéines, voire provoquer des symptomes
auto-immuns. On a cru s’affranchir de ces pro-
blemes avec I"humanisation des séquences, mais
de nombreux exemples cliniques démontrent
I'insuffisance de I"humanisation pour éviter les
réponses immunitaires. Différentes approches
ont été développées pour prédire I'immunogéni-
cité des protéines thérapeutiques, dont les plus
pertinentes reposent sur I’étude de la réponse
des lymphocytes T CD4* naifs spécifiques des
protéines thérapeutiques. D’autres approches
existent ou sont en développement. Cette revue a
pour but de faire le point sur’ensemble des tech-
nologies proposées pour prédire I'immunogénicité
des protéines thérapeutiques. <

Méme humanisée, une protéine
est potentiellement immunogéne chez ’lhomme

Selon la réglementation, les risques d’immunogénicité
d’un nouveau produit thérapeutique, c’est-a-dire sa
capacité a induire une réponse immunitaire, doivent
étre évalués chez I"animal puis chez I’lhomme lors des
phases cliniques [1]. La réponse immunitaire induite
par les vaccins et les adjuvants est évaluée chez 'ani-
mal afin de s’assurer de son potentiel protecteur et son
innocuité. Les molécules organiques induisent en géné-
ral peu de réponses immunitaires si bien que I"absence
de signes d’immunogénicité chez I’animal se confirme
généralement chez I’homme lors des phases cliniques.
Uapparition des protéines thérapeutiques a toutefois
perturbé ce schéma de développement, car les animaux
ne suffisent plus pour prédire la réponse immunitaire
que ’homme développe contre ces molécules. Ces
modeles animaux aident a évaluer la capacité de neu-
tralisation des anticorps produits et a analyser les effets
de la présence d’anticorps sur la pharmacocinétique de
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la molécule, ou I'apparition de symptomes. Toutefois, il n’est pas
rare qu'une protéine immunogénique chez I'animal ne le soit pas chez
I’lhomme et réciproquement [2]. Les insulines porcine et bovine ont
été retirées du marché en raison des réponses immunitaires qu’elles
provoquaient. Le premier anticorps monoclonal ayant regu I'autorisa-
tion de mise sur le marché était d’origine murine (muromonab, dirigé
contre I’antigéne CD3), mais les essais thérapeutiques effectués dans
les années 1980 avec des anticorps monoclonaux de souris ont bien
failli condamner I’avenir des anticorps thérapeutiques en raison de
leur immunogénicité [31]. Uhumanisation des séquences a permis de
diminuer considérablement les réponses immunitaires induites par les
protéines thérapeutiques et a favorisé le développement de tres nom-
breux produits [3, 32]. Toutefois, ’analyse des observations cliniques
effectuées depuis le début des années 2000 montre clairement que
I’humanisation ne garantit pas I"absence de réponse immunitaire. Ces
réponses ont des conséquences trés variables. Les anticorps induits
peuvent étre apparemment sans conséquence clinique ou au contraire
diminuer Pefficacité de la protéine injectée. Par exemple, environ
30 % des patients hémophiles A séveres développent des anticorps
neutralisant le facteur VIII thérapeutique qui leur est injecté. Chez les
patients atteints de sclérose en plaques, I'interféron béta peut étre
neutralisé par les anticorps induits par la répétition des injections
[4]. Les résistances aux anticorps anti-TNFa (tumor necrosis factor),
qu’ils soient chimériques ou humains [33], peuvent étre associées a
la présence d’anticorps neutralisants [5]. Lorsque la protéine injec-
tée est également produite par I"organisme, les anticorps induits
peuvent provoquer des symptomes auto-immuns et mettre en danger
la vie du patient. Lexemple le plus connu est celui de I"érythropoiétine
(ePO). A la fin des années 1990, un changement de formulation d’une
€PO recombinante I’a rendue bizarrement plus immunogene chez un


http://www.medecinesciences.org/
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2012281021

nombre heureusement limité de patients [6, 34]. Les anticorps pro-
duits neutralisaient non seulement I'activité thérapeutique de I’€EPO
recombinante, mais également celle de I’EP0 naturelle produite par
les patients. Ils provoquaient une érythroblastopénie qui se caracté-
rise par une diminution des précurseurs érythroblastiques de la moelle
osseuse responsables du renouvellement des globules rouges.

Les protéines thérapeutiques représenteront bientdt une classe
majeure de médicaments. Plus de trois cents anticorps thérapeutiques
sont en cours d’étude clinique et le développement des biosimilaires
va accroftre la diversité des produits sur le marché. Sachant que les
animaux sont de trés mauvais modeéles prédictifs de la réponse immu-
nitaire chez I’lhomme, la question se pose de savoir avec quels moyens
pouvons-nous prédire au mieux les réponses en anticorps dirigées
contre les protéines thérapeutiques afin de s’assurer de "innocuité de
ces nouveaux produits.

Les méthodes de prédiction de I'immunogénicité
d’une protéine : analyse de la réponse
des lymphocytes T CD4 spécifiques

Réle des lymphocytes T CD4 dans la réponse immune

aux protéines thérapeutiques

Face au probléeme que pose la barriere d’espéce de I'immunogénicité,
des modéles de souris humanisées ont été développés (Tableau 1). II
existe des souris transgéniques qui expriment la protéine thérapeutique
d’origine humaine [7] ou qui expriment des molécules HLA de classe Il

[8]. Il existe également des souris immunodéficientes
dont le systeme hématopoiétique peut étre reconstitué
avec des cellules souches hématopoiétiques humaines
[9, 35] (=). Toutefois, ces
modeéles demeurent impar-
faits en raison principale-

(=») Voir I'article de A. Cachat
etal., page 63 de ce numéro

ment d’une reconstitution insuffisante du répertoire
des lymphocytes, et nécessitent donc d’étre améliorés.
Les approches prédictives de I"immunogénicité les
plus avancées reposent en fait sur I"évaluation de la
capacité des protéines thérapeutiques a stimuler les
lymphocytes T CD4 humains. Les lymphocytes T CD4
exercent un role majeur dans I'apparition des anticorps,
car ils fournissent I'aide nécessaire au développe-
ment des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs
d’anticorps (fonction helper) (Figure 1). Les réponses
immunes contre les protéines thérapeutiques sont
dépendantes des lymphocytes T CD4 comme I'at-
testent des observations faites principalement chez les
patients hémophiles : les anticorps inhibiteurs sont des
IgG et contiennent des mutations somatiques (reflétant
la génération d’lgG de haute affinité), deux caractéris-
tiques qui dépendent des lymphocytes T CD4 [10]. Chez
des patients hémophiles avec un taux établi d’anticorps
anti-facteur VIII (FVIII), P’infection par le VIH (virus
de I'immunodéficience humaine), par la diminution du

Type

de méthodes Nature

Principe
Souris transgénique

Modele animal pour la protéine Recherche d’anticorps

thérapeutique

Souris transgénique
pour une molécule HLA Recherche d’anticorps

de classe Il

Souris immunodéficiente
reconstituée avec
des cellules souches Recherche d’anticorps

hématopoiétiques

humaines
A Prédiction de la liaison
Prédiction Programmes J
S . . aux molécules HLA
in silico informatiques

de classe Il

. Mesure de I’affinité
Tests de liaison .
Tests , des peptides
R aux molécules HLA ,
biochimiques pour les molécules HLA
de classe Il
de classe Il

Tests prédictifs Tests cellulaires in vitro Détection de lymphocytes T

d’activation basés sur des cultures spécifiques

des lymphocytes T de lymphocytes T chez des sujets naifs

Avantages/inconvénients

Reproduit la présence de la protéine d’origine humaine
Niveau de tolérance possiblement différent chez I’lhomme
Pas d’éducation des cellules T sur les molécules HLA

Prend en compte la spécificité de la molécule HLA
Nombre de modeles limité
Protéine non présente dans le « soi » de I’animal

Systeme immunitaire humain

€ducation des cellules T humaines sur des molécules HLA
non systématique

Réponse immunitaire partielle

Prise en compte de la diversité humaine possible

Facile a faire (site internet)
Faux positifs
Ne renseigne pas sur ’amplitude de la réponse

Données expérimentales

Nécessite des molécules HLA de classe Il purifiées
Faux positifs

Ne renseigne pas sur ’amplitude de la réponse

Reproduit I'activation des lymphocytes T
€valuation de l'intensité et de la fréquence des répondeurs
Mesure relative ou absolue (nombre de cellules spécifiques)

Tableau I. Les différentes approches utilisées pour prédire ’immunogénicité des protéines thérapeutiques.
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« Les méthodes in silico reposent
sur des programmes informa-
tiques qui identifient des pep-
tides susceptibles de se lier aux
molécules HLA de classe Il [13].
Elles se fondent sur le constat
que la plupart des épitopes T sont
des peptides de forte affinité
pour les molécules HLA de classe
II. Ces méthodes recherchent la
présence de motifs spécifiques
aux molécules HLA de classe I,
établissent des scores de prédic-
tion a partir de matrices reflé-
tant I'influence des différents
acides aminés sur la liaison,
Anticorps ou se basent sur des systémes
experts [13].

+ Les tests biochimiques de
ligison aux molécules HLA de

Figure 1. La coopération cellulaire dans la réponse humorale dirigée contre les protéines thérapeutiques.
La réponse humorale vis-a-vis d’une protéine thérapeutique fait intervenir au moins trois types cellu-
laires. Les cellules dendritiques immatures captent la protéine et la dégradent en peptides. Parmi les
peptides générés, certains possédent des résidus d’ancrage appropriés pour lier les molécules HLA de
classe Il et étre présentés aux lymphocytes T CD4. Sous I’effet de facteurs inflammatoires pouvant résul-
ter de Iinjection, les cellules dendritiques immatures se différencient en cellules dendritiques matures
et deviennent aptes a stimuler des lymphocytes T naifs. Elles migrent dans les ganglions lymphatiques et
activent des lymphocytes T CD4 spécifiques des peptides de la protéine présentés par les molécules HLA
de classe 1. Ces lymphocytes T acquiérent des molécules de costimulation (CD40L, ICOS). La protéine par-
vient également aux lymphocytes B. Les lymphocytes B possédant une immunoglobuline de surface spéci-
fique de la protéine I'internalisent, la dégradent et génerent des peptides. Selon un processus similaire a
celui décrit dans les cellules dendritiques, des peptides sont présentés aux lymphocytes T CD4 spécifiques
et les activent. Leur activation fournit "aide nécessaire a la différenciation des lymphocytes B en plas-
mocytes sécréteurs d’lgG spécifiques de la protéine via les molécules de costimulation et les cytokines

sécrétées (IL-4, IL-6, IL-21). Ces anticorps produits contre la protéine thérapeutique peuvent neutraliser

classe Il permettent de mesurer
I’affinité des peptides et d’iden-
tifier les meilleurs ligands par
une approche expérimentale et
non de modélisation [14].

L'une et 'autre de ces méthodes
ont permis effectivement d’iden-
tifier de nombreux épitopes T.
Toutefois, elles souffrent d’un
handicap commun qui est que
tous les peptides liant les molé-
cules HLA de classe Il n’induisent
pas systématiquement I'activa-
tion des lymphocytes T CD4 [15].
Elles génerent donc un nombre

son activité et modifier sa pharmacologie.

taux de lymphocytes T CD4 qu’elle entraine, peut provoquer la dispa-
rition des anticorps spécifiques [11]. Des lymphocytes T CD4 spéci-
fiques du FVIII ont été identifiés chez certains de ces patients porteurs
d’anticorps inhibiteurs [10]. Chez ’animal, "absence d’activation des
lymphocytes T (D4 est suffisante pour empécher le déclenchement
d’une réponse immunitaire, par exemple contre I’interféron béta [12].

Méthodes d’évaluation de la réponse des lymphocytes T

Les lymphocytes T CD4 reconnaissent leurs antigenes sous la forme de
peptides, appelés épitopes T, que leur présentent les molécules HLA de
classe Il. €n raison du polymorphisme des molécules HLA, les épitopes T
varient d’un individu a un autre, mais certains peuvent également
étre communs a plusieurs individus. Les méthodes d’évaluation de la
réponse des lymphocytes T tiennent compte de ce polymorphisme et se
répartissent en tests in silico, biochimiques et cellulaires.
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élevé de faux positifs [13] ce qui

impose de vérifier que les pep-
tides identifiés sont effectivement capables de stimuler
les lymphocytes T CD4.
+ Les tests prédictifs d’activation des lymphocytes T
CD4 humains sont les plus informatifs pour prédire
’immunogénicité des protéines [16, 17]. Leur principe
consiste a détecter, dans le sang de sujets normaux
possédant des HLA différents, la présence de lympho-
cytes T CD4 spécifiques des protéines thérapeutiques.
Les donneurs n’ayant jamais été a priori en contact
avec ces protéines, ces tests tentent de reproduire
in vitro I’activation du systéme immunitaire qui peut
avoir lieu lors de "injection de la protéine thérapeu-
tique chez des patients. Une conséquence de I’absence
de contact préalable avec les protéines thérapeu-
tiques est que les lymphocytes T CD4 qui leur sont



spécifiques sont naifs et en tres faibles nombres. Les quelques esti-
mations existantes de la taille du répertoire en lymphocytes T naifs
rapportent des valeurs autour de 1 cellule T spécifique d’un épitope T
donné pour 1 a 10 millions de cellules [18]. Pour des protéines
immunogénes comme la KLH (Keyhole limpet haemocyanin) la valeur
observée est autour de 30 cellules pour 1 million de cellules [17, 19].
Cette faible fréquence nécessite d’amplifier les cellules T in vitro,
puis de les activer spécifiquement pour les mettre en évidence.
Ces tests sont donc tres différents des tests d’immunomonitorage
réalisés lors des essais vaccinaux : dans ce cas, les fréquences de
lymphocytes T spécifiques des antigénes sont beaucoup plus élevées.
IIs partagent toutefois des techniques communes d’immunologie
cellulaire, telles que I’Elispot, le marquage intracellulaire des cyto-
kines ou la mesure de prolifération. La justification de I'utilisation
des tests prédictifs d’activation des lymphocytes T comme source
d’information sur "immunogénicité des protéines vient de ce que la
taille des répertoires des lymphocytes T CD4 naifs contrdle en partie
I’amplitude de la réponse des lymphocytes T CD4 : plus le nombre
de lymphocytes T naifs spécifiques d’une protéine est élevé, plus la
réponse sera importante [18]. Le répertoire des lymphocytes T CD4
naifs est principalement défini par la sélection positive et négative
des lymphocytes T CD4 dans le thymus par les peptides du soi [20].
Les lymphocytes T autoréactifs, qui reconnaissent des peptides
du soi, sont en partie éliminés de I’organisme par cette sélec-
tion. Uhumanisation des séquences des protéines thérapeutiques
réduit donc le nombre de lymphocytes T spécifiques des protéines
thérapeutiques. Toutefois, toutes les protéines humaines ne sont

pas exprimées dans le thymus. Il est donc possible
que des lymphocytes T dirigés contre des séquences
humaines persistent dans I'organisme. Tant qu’ils ne
sont pas activés, ces lymphocytes T autoréactifs sont
inoffensifs et ignorent les antigénes du soi [21]. €n
revanche, leur activation peut étre déclenchée par
I’injection des protéines thérapeutiques et le proces-
sus inflammatoire qu’elle peut provoquer. Cette acti-
vation déclenche I'apparition d’anticorps spécifiques
de la protéine injectée et de symptomes autoimmuns.
Les tests prédictifs d’activation des lymphocytes T
ont donc pour but de détecter et de quantifier ces
lymphocytes T CD4. Ills permettent d’identifier les
molécules présentant un risque d’immunogénicité et
de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans
cette immunogénicité.

Immunogénicité des anticorps thérapeutiques

Lhumanisation des séquences des anticorps thérapeu-
tiques est sans conteste I’avancée scientifique majeure
qui a permis I’explosion de leur développement [3].
LUhumanisation peut étre plus ou moins prononcée. On
distingue les anticorps chimériques, qui sont humanisés
sur leur partie constante, les parties variables restant
d’origine murine ; les anticorps humanisés, qui ont subi
une conversion de I'ensemble de leur séquence d’ori-

gine animale en séquences les plus proches

possibles des séquences humaines ; les anti-
corps « humains », qui sont produits a partir
de la recombinaison in vitro de genes d’im-
munoglobulines humains (phage display) ou
de "immunisation de souris transgéniques
humanisées pour les genes d’immunoglobu-
lines [36]. Il est communément considéré
que plus "humanisation est élevée, plus les
risques de réponse immunitaire sont faibles.
Des anticorps chimériques comme le rituxi-
mab (reconnaissant I"antigéne CD20) [22] et
I'infliximab (anti-TNFo) [23] induisent chez
une partie des patients une réponse humorale
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Figure 2. Quantification du nombre de lymphocytes T (D4 spécifiques d’anticorps thérapeu-
tiques. Les lymphocytes T CD4 spécifiques d’anticorps thérapeutiques de 9 a 15 donneurs
sains et typés pour leurs molécules HLA de classe Il ont été amplifiés par des cycles de
stimulation in vitro. Leur spécificité a été testée par Elispot. Les fréquences de lymphocytes

Tont été calculées a partir de la fréquence des puits de culture contenant des lymphocytes

T spécifiques. mMAb : Ac monoclonal murin ; Ritu : rituximab ; Infli :

bévacizumab ; Trast : trastuzumab ; Ada : adalimumab ; €ta: étanercept.
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infliximab ; Béva :

alors que des anticorps humanisés tels que le
bévacizumab (anti-VEGF [vascular endothe-
lial growth factor]) [24] et le trastuzumab
(herceptine®, anti-HER2/neu receptor) [25]
sont bien tolérés. Pourtant, des anticorps
entiérement humains peuvent étre immuno-
génes : c’est le cas de I'adalimumab [26],
un anticorps spécifique du TNFou produit par
phage display. Nous avons récemment quanti-
fié le nombre de lymphocytes T CD4 spécifiques
de ces anticorps dans le sang de sujets sains
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possédant des molécules HLA différentes, via une stratégie d’ampli-
fication in vitro [17] (Figure 2). Alors que la taille du répertoire de
lymphocytes T CD4 spécifiques de la KLH ou d’un anticorps monoclonal
de souris est respectivement de 20 et 3 cellules par million de cellules
T, ce répertoire est plus restreint pour les anticorps thérapeutiques.
Pour les anticorps connus comme pouvant étre immunogénes (ada-
limumab, infliximab, rituximab), le nombre de lymphocytes T CD4
spécifiques est compris entre 0,1 et 1 cellule par million de cellules T.
€n revanche, ces fréquences sont trés inférieures pour les lymphocytes
T CD4 spécifiques d’anticorps considérés comme peu immunogeénes
(trastuzumab [25] et étanercept, qui est une protéine de fusion entre
une partie du récepteur du TNFa et la partie Fc d’une IgGl humaine
[27]). Une exception est le bévacizumab puisque le répertoire des
lymphocytes T CD4 spécifiques est au-dessus du seuil de 0,1 cellule
par million de cellules alors que le produit est bien toléré [24]. Toute-
fois, cet anti-VEGF est essentiellement prescrit dans le traitement de
tumeurs et donc chez des patients qui peuvent étre immunodéprimés.
Le rituximab est par exemple trés bien toléré chez les patients atteints
de lymphome non hodgkinien alors qu’il est souvent immunogéne chez
des patients traités pour des maladies auto-immunes comme le lupus
érythémateux [28] ou la polyarthrite rhumatoide [29]. Ces résultats
mettent en évidence la présence de lymphocytes T CD4 spécifiques de
ces anticorps, y compris s’il s’agit d’anticorps humains ou humanisés,
ce qui peut expliquer I’existence de réponses immunitaires contre ces
anticorps. De plus, une hiérarchie peut étre établie entre ces anticorps

Figure 3. Modéle de compr
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poiétine humaine. La réponse immunitaire contre I’€P0 dépend de deux signaux

distincts : la capacité de la molécule a étre reconnue par les lymphocytes T et sa

capacité a fournir un effet adjuvant. Ce dernier effet dépend de sa formulation.
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en fonction du nombre de cellules T préexistantes dans
le sang qui leur sont spécifiques. On comprend ’intérét
de ces approches pour guider le choix des protéines
thérapeutiques ayant le moins de risque d’induire une
réponse immunitaire, ou pour concevoir de nouvelles
protéines dénuées de réponses indésirables.

Comment comprendre
la réponse immunitaire
contre I’érythropoiétine recombinante ?

Un deuxiéme exemple de réponse immunitaire que
nous avons récemment étudié par ces tests de quan-
tification des lymphocytes T CD4 spécifiques est celui
de I"’EPO. L'€PO est un facteur de croissance qui inter-
vient dans le renouvellement des globules rouges et
qui est utilisé en clinique pour corriger les anémies,
en particulier chez les patients insuffisants rénaux.
A la fin des années 1990, une augmentation brutale
de cas d’érythroblastopénies - une maladie grave
caractérisée par une diminution des progéniteurs
des globules rouges - a été attribuée a certains lots
d’€P0 recombinante [6]. Les lots incriminés pouvaient
induire une réponse immune humorale qui neutralisait
I"activité thérapeutique de I’EPO recombinante et celle
de I’EPO naturelle produite par le patient, provoquant
I’érythroblastopénie. Les principales investigations
réalisées sur ces lots ont proposé que leur immunogé-
nicité était due a la présence de micelles, d’agrégats
ou de produits de dégradation issus du caoutchouc
des seringues préremplies [30]. De fait, les mesures
prises pour éviter I'altération des lots d’€PO, telles que
I’enrobage du caoutchouc des seringues et le respect
de la chaine du froid, ont permis de revenir aux taux
initiaux d’érythroblastopénie. Sachant que la réponse
humorale dirigée contre I’EP0 est dépendante de
lymphocytes T CD4, nous avons étudié le répertoire de
lymphocytes T CD4 préexistants spécifiques de I’€P0
chez des sujets normaux en utilisant la technique
d’amplification de ces cellules in vitro [16]. Nous
avons observé que ce répertoire était relativement
important chez prés de la moitié des donneurs sains
étudiés. Cette observation nous a permis de proposer
un modele permettant de comprendre les réponses
humorales contre I’€EP0 (Figure 3). Celles-ci résulte-
raient de I'existence de deux facteurs indépendants :
un répertoire de lymphocytes T spécifiques de I'€P0 et
des conditions favorables a leur activation. Dans des
conditions normales, les lymphocytes T CD4 spécifiques
de I’EPO ne sont pas activés par ’EPO endogene car
il "’y a pas de conditions favorables a leur stimula-
tion. €n revanche, I"apport des micelles, agrégats ou



produits de dégradation issus du caoutchouc pourrait favoriser la
maturation et la migration des cellules dendritiques et ainsi activer
les lymphocytes T naifs. Tant qu’aucun effet adjuvant de ce type n’est
apporté par la formulation, I’€EP0 recombinante est bien tolérée. Mais
il est aussi vrai que I'effet adjuvant de la formulation n’aurait pas
ces conséquences si le répertoire de lymphocytes T CD4 spécifiques
de ’EP0 n’était pas aussi important. ’évaluation du nombre de lym-
phocytes T CD4 présents dans le sang des sujets sains permet donc de
définir un potentiel d’immunogénicité et, mieux encore, d’identifier
les protéines thérapeutiques ayant un risque d’étre immunogenes. La
réalisation de ces tests aurait permis d’anticiper le risque d’immuno-
génicité de I’€PO.

Conclusion

Limmunologie prédictive est naissante. Elle va bénéficier a la fois
des progres effectués en recherche fondamentale sur les mécanismes
de 'immunogénicité, des observations cliniques et de la caracté-
risation des produits faite par les industriels. Pour le moment, elle
a surtout bénéficié des avancées majeures de ces vingt derniéres
années dans la compréhension de la réponse immunitaire et des
technologies qui en découlent. Le dialogue entre pharmacologues,
biologistes, biostatisticiens, investigateurs, sponsors d’études cli-
niques et immunologistes sera donc au cceur des progres futurs. Un
autre dialogue se développe de plus en plus avec les autorités regle-
mentaires qui, comme en témoignent les récentes directives, sur-
veillent les avancées dans ce domaine. Tous attendent de I’immuno-
logie prédictive les moyens de mieux maftriser les effets indésirables
de Pimmunogénicité afin de pouvoir produire des médicaments siirs
et sans effets secondaires. ¢

SUMMARY

The prediction of immunogenicity of therapeutic proteins
Immunogenicity of therapeutic proteins is a nightmare for industrials
because induced antibodies can neutralize the therapeutic activity
and provoke autoimmune symptoms. It was believed that sequence
humanization would be sufficient to tackle these problems but multiple
clinical examples now demonstrate that humanization does not suffice
to abrogate immune responses. In order to predict immunogenicity
of therapeutic proteins, different approaches have been developed,
among which the most relevant ones are based on the evaluation of the
response of naive CD4 T lymphocytes specific for therapeutic proteins.
Other approaches also exist or are in development. This review is the
state of art in the different technologies that are proposed to predict
immunogenicity of therapeutic proteins. ¢
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