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Outline

- Introduction
• Anti Drug Antibodies ‐ ADA

- Technologies
• PBMC based assays
• DC:T cell assays
• TCEM
• MAPPs

- Use of assays for immunogenicity risk evaluation of aggregates
- Summary
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Pegloticase: ADA and Efficacy
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Anti‐TNFs: ADA, Efficacy and Switching

• 21% stopped – treatment failure
• 11% SAEs
• 4% SAEs & treatment failure
• BUT 67% of total ADAs during the 1st 28 weeksDevelopment of secondary non‐responsiveness due to ADAs can lead to

switching to an alternative anti‐TNF 
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Fully Human Abs, FIH Study Halted Due to ADA

• 76% of HVs ADA+ after a single dose
• Enhanced activation of DCs
• Preferential trafficking to late endosomes &
association with HLA‐DR
• MAPPs identifies epitope in CDR2
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FVIIa, Discontinued After PhIII Due to ADA

Lamberth et al (2017) Sc Trans Med 9: 1286

• Bioengineered analog of rFVIIa, vatreptacog alfa
• 99% sequence identity
• Discontinued in late stage clinical trials
• In silico tools identified a high affinity binding neoepitope
• E296v/M298Q substitutions increase T cell responses in naïve HD PMBC
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Erythropoietin: PRCA, ADAs and Safety

• Change in route
• Change in formulation
• Soluble tungsten in the syringes
• Cross reactive, life threatening ADAs to a non‐redundant
hormone 
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Immunogenicity to Therapeutic Proteins: a Broad 
Range of Consequences

- ADAs may be benign with no known clinical consequence
- ADAs can impact efficacy through altering PK (reduced exposure to 
the drug)
• Switching to a competitor product (if available, anti‐TNFs)

- Overt immunogenicity can halt development programs early (PhI)
- Worse, ADAs can halt development programs late (PhIII)
- ADAs can impact safety.  Higher risk if ADAs cross react with a non‐
redundant endogenous counterpart (e.g. epo).

- Evidence for aggregation enhancing clinical immunogenicity risk
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Immunogenicity: Main Factors

Associated with
Product

Not Associated with
Product

Associated with
Patient

Self or non‐self Route of administration Haplotype

B and T cell epitopes Indication – chronic or
acute disease

Tolerance to protein

Formulation/
Impurities/Aggregates

Pharmacokinetics Immunosuppression

Post‐translational
modifications

Target – cellular or
Soluble
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Role of T Cell Epitopes in a B Cell Response to a 
Biotherapeutic

- Linear peptides derived from the protein 
therapeutic during antigen‐processing 
form complexes with MHC class II and 
activate T cells

- T cell help (from CD4+ T cells) is essential 
to development of high affinity, isotype 
switched (eg IgG) anti‐therapeutic 
antibody responses

- Anti‐therapeutic antibody responses can:
• neutralise the activity of the protein therapeutic 

• reduce half‐life by enhancing clearance

• result in allergic reactions 

• cross‐react with endogenous counterparts to result in ‘autoimmune’‐like reactions
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Blood Processing for T cell Assays
Blood Processing
• 80‐100 donors per week
• UK and Europe
• Tissue bank with >4500 

donors
• Human Tissue Authority 

licenced facility
• Audited by HTA and clients

CD
4

CD8

CD8+ Depletion
• For immunogenicity risk 

concentrate on MHC 
class II restricted 
responses

• Also donors banked with 
CD8+ T cells

HLA Distribution
• 50 donor cohort ensures proportional 

representation of HLA‐DR/DQ allotypes in 
European/North American populations

Donor Characterization and Quality Control
• High Resolution HLA‐DR/DQ haplotyping
• Standard peptide/antigens:

‐ Recall antigens= CEFT, PPD
‐ Neoantigen = KLH

• Controlled cryopreservation process
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Appropriate Assay Format
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EpiScreen DC:T cell 
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EpiScreen TCEM 
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MAPPs EpiScreen peptide 
assay

• Peptides

• Whole protein

EpiScreen TCEM 
assay • Peptides

In silico In silico
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CD4+CD4+CD4+
CD4+CD4+CD4+

EpiScreen™ T cell Time Course Assay

- Not suitable for biologics that can modulate KLH‐specific T cell responses
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Lead selection: Humanised antibodies

Antibody Variant C
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Antibody Variant B
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Variant
Donor # A B C
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13 + +
20 + +
33 + +
37 +
40 +

 % Frequency 7.5 12.5 0
% Correlation 75 100 100
Mean SI 2.71 3.3 0

Positive IL‐2 
Elispot Assay

+ Positive 
Proliferation Assay
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EpiScreen™ Data Informs of Relative Risk of Test 
Product Candidates

Higher 
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risk

Var B (12.5%)
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Appropriate Assay Format
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EpiScreen™ DC:T cell Assay
Maturation

Antigen Processing

Mature DCImmature DC

Immature APC
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Proliferation

IL‐2 release
Cytokines
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Day 7

Antigen Presentation

Phenotype
Cytokine release

MAPPs
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Appropriate Assay Format
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MHC‐Associated Peptide Proteomics (MAPPs)

MAPPs is a highly sensitive means of detecting and sequencing naturally processed and presented 
peptides (putative T cell epitopes) in the context of both MHC Class I and Class II.

Process Outline
• Class I and Class II molecules are isolated from cells (in vitro or ex vivo).
• MHC‐bound peptides are eluted and run through a high powered Mass Spec to establish a profile of peptide 

sequences derived from extracellular or intracellular proteins. 

• Antigen or drug‐exposed 
monocyte derived DCs

• Tumour cell lines
• Tumour tissue

Orbitrap‐MS

Tumour cells
Class I  Immuno‐
peptidome 
fingerprint

DC MHC class II (HLA‐DR) peptide 
presentation heatmap for antibody

*Image derived from: https://en.wikipedia.org/wiki/Hep_G2

Peptide
elution Bioinformatics

Class I (HLA‐ABC)
or

Class II (HLA‐DR) 
isolated from cells

*
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Heavy chain Light chain
Donor 1

Donor 2

Donor 3

Donor 4

Donor 5

Donor 6

Donor 7

Donor 8

Donor 9

Donor 10

Donor 11

Donor 12

Donor 13

Donor 14

Donor 15

MAPPs – Infliximab Peptide Clusters

- Clusters identified in individual donors
- Clusters identified common to multiple donors
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MAPPs Sequence of Clusters in Infliximab

13 71 10
0 1 22 71 8631

Heavy chain Light chain

a.a. location 
of clusters

Sequence
of clusters

Cluster 
frequency 

within cohort

Peptide 
abundance 
by individual 

donor
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Summary

- Immunogenicity continues to be a concern for the 
development of biotherapeutics from a safety, efficacy and 
cost perspective

-Many factors can contribute to immunogenicity but CD4+ T cell 
epitopes are the principal drivers of immunogenicity in vivo

-Multiple in vitro assays are available using human cells
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Immunogenicity risk evaluation of aggregates

- Overview of select published data
- Utilising human cell in in vitro assays to evaluate risk of 
aggregated biologics
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Aggregated EPO induced T cell responses

- Lot of EPO HX575 associated with PRCA
- Authors able to obtain blood samples from PRCA patient
- Also HX575 used to induce immune responses in healthy 
donors to EPO
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- All patients responded to tetanus toxin recall antigen
- Patient 1 had rhEPO neutralising antibodies after treatment 
with HX575 lot B

- Patient 1 had recall response to lot B

Aggregated EPO induced T cell responses
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Aggregated EPO induced T cell responses

- Healthy donors stimulated with HX575 lot A or heat stressed 
HX575 resulted in EPO specific T cell responses 
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- Tungsten containing clinical lots and heat‐stressed research 
lots were able to induce T cell responses in vitro

- Non‐stressed showed no impact on T cell responses
- PRCA patient sample showed EPO‐specific T cell responses in 
vitro

Aggregated EPO induced T cell responses
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Immune activation in response to stress‐induced 
aggregates
- Stir stress >500,000 micron size particles/ml
- Activation of T cells

• Proliferation
• IL‐2 production

- Stimulation of innate cytokines
- Different forms of stress resulted in different profiles
- Different antibodies gave different responses
- Responses could be inhibited
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Aggregation of a Wide Array of Clinical Biologics
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- Stir stress induced 
significant aggregation

- Biologics with low risk 
of clinical 
immunogenicity have 
increased risk when 
aggregated
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Immune activation in response to stress‐induced 
aggregates

- Comparative analysis of rituximab and trastuzumab stress induced aggregate 
particles

- Used less stressed material
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Antibody Stress condition HP‐SEC DLS Light obscuration 
(particles/ml)

Recovery, 
relative to 

unstressed (%)

Monomer 
content 
(%)

Z‐average 
diameter (nm)

PDI >1 um >10 um >25 um

Rituximab Unstressed 100 99.1 10.2 ± 0.3 0.09 ± 0.02 287 58 0
Stir (200rpm/30min) 103.1 99.1 1540 ± 134 1.00 ± 0.00 2,125 10 0
Heat (70oC/10min) 98.7 99.3 19.7 ± 0.4 0.38 ± 0.14 1,314 29 19
Freeze/thaw 10 cycles 100.5 98.9 10.1 ± 0.1 0.18 ± 0.01 520 19 0

Trastuzumab Unstressed 100 97.5 10.3 ± 0.1 0.14 ± 0.02 904 0 10
Stir (200rpm/30min) 96.7 97.7 2203 ± 857 0.77 ± 0.24 33,073 67 0

Heat (70oC/10min) 96.9 97.6 28.7 ± 6.2 0.11 ± 0.01 1,021 10 0
Freeze/thaw 10 cycles 95.6 96.8 53.3 ± 30.1 0.14 ± 0.03 10,404 67 0

Immune activation in response to stress‐induced 
aggregates
- Overall stress‐induced aggregates comprise <3% of total protein
- ~90% less >1um size particles in rituximab samples under stir stress conditions
- More representative of clinical products
- As observed previously mechanical stress induced highest levels of micron sized 

particles
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Rituximab Trastuzumab

0

1

2

3

5 ** ** ***

Effects of aggregates on proliferation of PBMC
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Effect of aggregates on cytokine production by 
PBMC- Increased IL‐2 and IL‐10 production associated with increased proliferation to 

trastuzumab
- Monomeric rituximab increased TNF‐α compared to trastuzumab
- Variable levels of other proinflammatory cytokines
- mDC phenotyping revealed increased expression of activation markers e.g. CD83, 

CD86 and HLA 

Rituximab Trastuzumab Rituximab    Trastuzumab Rituximab Trastuzumab
** *** ** *** ** **

Yes
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Immune Activation in Response to Stress‐Induced 
Aggregates

shr F/T

HS

‐ sl1 sl2   ‐ sl1 sl2  ‐ sl1 sl2

27

Rombach‐Riegraf et al. 2014; PLoS ONE 9(1): e86322. doi:10.1371/journal.pone.0086322
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Summary

- Regardless of the immunogenicity risk of monomeric clinical therapeutics, 
the presence of small quantities (<3%) of aggregates can induce 
proliferation of PBMC
• T cell proliferation and cytokine production

- Low levels of particles/aggregates achieve this by activating the innate 
immune response
• Detected by DC activation and cytokine secretion
• Leads to changes in peptides presented to the immune response

- Clinically relevant material but not prepared under ‘clinical use conditions’
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Immune responses to clinically dispensed 
therapeutic proteins

- Due to administration via IV infusion, in addition to immunogenic responses; 
infusion reactions are also observed in patients 

- Infliximab: More than 40% of the patients turn non‐responders
• 10‐25% of the patients have hypersensitivity/infusion reactions*

• Hypothesis: Particles in IV solution of Infliximab may play a role in eliciting 
infusion related reactions and  immunogenic responses
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Sample Preparation and in vitro Assay

- T cell proliferation assay
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Stimulation of T cell proliferation by particles

- Particle enriched fraction had a higher response compared to no 
centrifugation sample

- Both pre and post filtration 
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Summary

- Infusion reaction is regulated by the number of particles present in 
solution:
• No filter > Filtered samples and

• Particle containing fraction > No centrifugation

- T cell proliferation may also be impacted by the nanoparticle content:
• Particle containing fraction > No centrifugation

- IV solution of Infliximab led to activation of the innate and the adaptive 
immune response
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Conclusions

- Using human cells in in vitro assays allows
• Determination of the relative risk of biologics stimulating ADA in vivo
• Determination of the ability of aggregates to activate the innate immune response
• Determination of the ability of aggregates to activate the adaptive immune 
response

- Can be used not only for risk evaluation of new biologics
- Impurities
- Reformulation
- Change in delivery
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EpiScreen™ T cell Epitope Mapping (TCEM)
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MAPPs Germline Filtering of Infliximab

- Clusters remain in the murine variable regions of the sequence


