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INTRODUCTION

L’hémostase se définit par un ensemble de processus physiologiques qui permet le
maintien de I'intégrité des vaisseaux sanguins lors d’une agression vasculaire. Ces
mécanismes sont sollicités lors de ’apparition d’une bréche vasculaire et conduisent a la
formation d’un caillot sanguin composé de plaquettes agrégées et de fibrine. Bien

gu’elles soient initiées simultanément, on distingue classiquement trois étapes :

- L’hémostase primaire, mécanisme réflexe qui ralenti le flux sanguin par
vasoconstriction et met en jeu les plaquettes et le sous-endothélium afin de
colmater la bréche vasculaire par la formation d’un « clou plaquettaire » ;

- La coagulation, étape au cours de laquelle ’activation des différentes protéines de
la coagulation aboutit a la formation de thrombine qui transforme le fibrinogéne
soluble en fibrine et consolide ce premier agrégat de plaquettes pour former le
caillot de fibrine ;

- La fibrinolyse qui dissout ultérieurement le caillot a mesure que la paroi vasculaire
se réimperméabilise.

Ces processus complexes semblant intervenir de maniére séquentielle sont pourtant
initiés quasi-simultanément. Ainsi activations et inhibitions de I'intégralité de ses acteurs
s’enchainent rapidement pour une action hémostatique ciblée, adaptée et contrélée (voir

Figure 1)

Lors d’une perte de l'intégrité vasculaire, le systeme de la coagulation s’active ; le sang
quitte, de maniére locale et contrélée, I’état liquide pour I’état solide colmatant ainsi la
breche et entravant ’hémorragie. Des phénoménes physiologiques induisent donc la

précipitation de nombreux composés du sang, moléculaires et cellulaires.
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Pourtant, afin de maintenir un flux constant par ailleurs, ce changement d’état ne doit
concerner que les abords de la bréche. Les mécanismes anticoagulants intrinséques a
I’endothélium vasculaire s’opposent donc au déclenchement de ces réactions en chaine
de maniere permanente. De plus, lorsque I'intégrité de ces vaisseaux est mise a mal, les

tissus endothéliaux voisins cloisonnent le processus de coagulation.

1.1 Acteurs de ’hémostase primaire
1.1.1  Acteurs cellulaires
1.1.1.1 Endothélium vasculaire

Composés de trois tuniques concentriques, les vaisseaux sanguins représentent les
premiers acteurs de ’lhémostase. Virchow classait son altération dans les trois criteres
majeurs de risque thrombotique au c6té de modification hémodynamique et de certaines

modifications de la composition sanguine (1).

L’intima, la couche la plus interne est formée de I’endothélium vasculaire, monocouche
cellulaire séparée du sous endothélium par la membrane basale. Le versant abluminal
permet I'ancrage de I’endothélium aux cellules musculaires lisses de la media, tandis que
sa face luminale est en contact avec le sang circulant. Son réle premier est sa fonction
anti-thrombogéne. Le sang circule contre cette paroi, transportant tous les acteurs de
’hémostase, primaire et secondaire, sans qu’aucun ne soit activé en situation
physiologique. L’endothélium vasculaire empéche donc perpétuellement I’activation des
plaquettes et régule négativement la coagulation. Pourtant, lorsque son intégrité est

rompue, il acquiert la capacité d’initier I’lagrégation plaquettaire et la coagulation.

1.1.1.1.1 Endothélium thromborésistant

La composition protéique de sa membrane elle-méme participe au maintien de la fluidité
sanguine. Le glycocalyx est un feuillet riche en carbohydrates recouvrant I'intégralité de
’endothélium vasculaire sur lequel il est maintenu grace a la présence de glycoprotéines
et protéoglycans membranaires (2). Dans ce maillage dense, des éléments solubles issus

du plasma ou sécrétés par I'endothélium sont « piégés ». Ces protéines ou protéoglycans
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(complexes d’acides hyaluroniques, albumine, orosomucoides, héparanes sulfate, etc.)
solubles participent a I’exposition de charge négative, imposant une sélectivité vis-a-vis
des éléments capables d’approcher le glycocalyx et a fortiori ’endothélium (2). Ainsi, les
plaquettes, les globules rouges et nombre d’autres éléments figurés du sang sont
repoussés et maintenus dans le flux sanguin. Cette membrane est pourtant caractérisée
par une extréme fragilité, qui participe autant a la difficulté d’étudier profondément la
complexité du glycocalyx, qu’a la rapidité avec laquelle 'endothélium peux perdre sa

fonction antithrombogene (3).

L’endothélium dispose également de capacités endocrines, directement impliquées dans
sa fonction antithrombogéne. Par le biais de la Nitric Oxyde Synthase (NO synthase),
’endothélium est une source du NO(4), gaz produit a partir de résidus L-arginines. Libéré
au versant abluminal, il permet la relaxation des muscles lisses de la media et le maintien
du vaisseau dans un état «relaché». Lorsqu’il franchit la face luminale, il régule
P’activation des plaquettes (5). Le NO, en tant que gaz, franchit aisément les membranes
et active par effet réducteur les guanylate-cyclases (GC) cytosoliques. L’augmentation de
Guanosine Mono-Phosphate circulaire (GMPc) (6). La protéine kinase G (PKG) est, a son
tour, activée par le GMPc ainsi produit et les modulations des flux calciques permettent
alors Pactivation et la dégranulation plaquettaire (6). Pourtant, I'action des taux
importants de NO produits par I’endothélium vasculaire provoque I’activation de voies
cellulaires AMPc-dépendantes, surpassant la cascade de la PKG au profit de la PKA et
s’oppose ainsi a I’activation plaquettaire (7).

De la méme maniere, la prostacycline produite par I’endothélium (8) induit I’activation de
’adénylate cyclase (AC) et I'accroissement des taux intracellulaires de AMPc maintenant

les plaquettes dans un état inactif.

Bien que ces deux molécules soient produites de maniére constitutive par ’endothélium,
la thrombine a pour effet d’augmenter les taux sécrétés par les cellules endothéliales,

étant ainsi a I'origine d’un rétrocontréle négatif sur la propagation du thrombus (5). Par
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ce mécanisme, les abords sains de la breche vasculaire circonscrivent le phénomeéne
d’agrégation plaquettaires.

Les cellules endothéliales sont également le lieu de synthése et d’expression et/ou
sécrétion de plusieurs facteurs protéiques empéchant la dissémination du phénomeéne de
coagulation en neutralisant certaines protéines pro-coagulantes. Ces facteurs sont: la
thrombomoduline (TM) (9), le Tissue-Factor Pathway Inhibitor (TFPI) (10) et le récepteur
endothélial de la protéine C (EPCR)(11).

Si la thrombomoduline membranaire ne dispose d’aucune activité enzymatique connue,
elle est cependant capable de lier la thrombine au niveau de ses sites de fixation du
fibrinogene, des plaquettes et du facteur V (FV). Elle induit donc une compétition de
substrat réduisant I'activité procoagulante de la thrombine (9). Par ailleurs, cette liaison
de la thrombomoduline a la thrombine permet un changement radical des fonctions de la
thrombine. Liée a la thrombomoduline, la thrombine acquiert la capacité d’activer la
protéine C et le Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI), dont les fonctions
anticoagulantes et anti-fibrinolytiques seront détaillées (2.5 Régulation de la réponse pro-

coagulante).

Le TFPI est retrouvé sous la forme de deux isoformes: le TFPla soluble et d’origine
plaquettaire et le TFPI B membranaire et d’origine endothéliale. Les deux isoformes sont
capables, via leurs domaines K1 et K2, d’inhiber respectivement le facteur VII activé
(FVIIa) et le facteur X activé (FXa) (10). (2.5 Régulation de la réponse pro-coagulante)
Cependant les deux protéines étant issues de I’épissage alternatif du méme géne, elles
ont des spécificités différentes. Ainsi le TFPI B, capable de s’ancrer dans la membrane
cellulaire par le biais d’'une chaine glycolipidique (GPI), inhibe le complexe ténase (FVlla-
TF) et le FXa depuis la surface de I’endothélium vasculaire. En revanche, le TFPla ne
possede pas de site d’ancrage similaire. Si son activité n’en dépend pas, il doit donc se lier
a un cofacteur, la protéine S (PS, cofacteur de la protéine C), pour s’ancrer dans les

membranes plaquettaires et inhiber le FXa. De plus, son extrémité C-ter exempte de
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liaison a un glycolipide d’ancrage, possede une fonction d’inhibition de I’activation de la
prothrombine en thrombine. Il peut donc, depuis la surface plaquettaire moduler la

propagation de la coagulation dés les premiers instants suivant son initiation.(10)

Enfin le EPCR, exprimé a la surface des cellules endothéliales des larges vaisseaux (12) se
lie a la protéine C, augmentant ainsi son taux d’activation d’un facteur 20 (13) participant
au maintien d’une action locale des mécanismes pro-coagulants. (2.5 Régulation de la

réponse pro-coagulante)

1.1.1.1.2  Endothélium thrombogene

Comme l’illustre son appartenance a la triade de Virchow, une Iésion de I'intégrité de
’endothélium vasculaire, en plus d’abolir I'activité anti-thrombogéne de son manteau
glycoprotéique, entraine la production et la sécrétion de protéines hautement

thrombogenes : le facteur tissulaire (TF) et le facteur Von Willebrand (VWF).

Le facteur tissulaire n’est pas constitutivement exprimé par les cellules directement en
contact avec le sang que sont les endocytes. Seul un état inflammatoire ou
pathologique(14, 15) est capable d’induire la production de TF par les cellules

endothéliales et ainsi de favoriser la coagulation (voir 2.2 Phase d’initiation).

En revanche, I’endothélium vasculaire est le lieu de synthése privilégié (16) du VWF alors
stocké dans les corps de Weibel-Palade (17). A I’état physiologique, la sécrétion du VWF se
fait au niveau basal et apical de la cellule endothéliale, et la cellule dispose de trois modes

de sécrétion, adaptés au besoin en VWF (5).

La sécrétion basale se fait par exocytose simple dans I'espace sous-endothélial (18).
Cependant, des pools de corps de Weibel-Palade peuvent fusionner avant la libération de
grandes quantités de VWF (19). Enfin, une sécrétion de type «kiss-and-run » permet la
formation d’un pore membranaire étroit n’autorisant la libération que de molécules de
taille réduite et retenant les polymeres de VWF de taille importante (20). Ces mécanismes

variés permettent d’adapter la sécrétion du VWF aux besoins physiologiques.
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1.1.1.1.3  Endothélium thrombolytique

L’endothélium vasculaire est également le site principal de la production de tissue-type
Plasminogene Activator (t-PA) et de son inhibiteur le Plasminogene Activator Inhibitor 1
(PAI-1)

L’activité du t-PA, produit et sécrété parallelement a son inhibiteur, est régulée par la
présence de TAFI activé dans la circulation (21). Il transforme par protéolyse le
plasminogeéne en plasmine, responsable de la dégradation des polyméres de fibrine en
résidus peptidiques: les D-diméres et autres produits de la dégradation de la fibrine,

marqueurs sériques de I’activité fibrinolytique du plasma.

L’action du t-PA est extrémement localisée, puisque son activité est fibrine dépendante. Il

n’est donc capable d’activer le plasminogéne qu’aux abords du caillot de fibrine.(22)

Enfin, 'annexine Il dont le r6le est de lier et donc de réunir le plasminogéne et ses
activateurs permet une activation localisée de la fibrinolyse et empéchant ainsi tout

risque hémorragique induit par cette voie.(23)

1.1.1.2  Plaquettes
1.1.1.2.1  Structure

Les plaquettes comptent parmi les actrices principales de I’'hémostase primaire. Ces
cellules discoides et anucléés, formées dans la moelle, sont issues de la voie
mégacaryocytaire et sont le fruit du bourgeonnement des mégacaryocytes. En conditions
physiologiques, elles circulent a des taux normaux de 150 a 400.10° par litre de sang.
Apres leur migration depuis la moelle osseuse dans le sang, elles ont une durée de vie
moyenne de dix jours. Au terme de cette durée, elles seront phagocytées dans le foie, la
rate ol retourneront dans la moelle osseuse.

En leur sein, des compartiments vésiculaires spécifiques concentrent les protéines et
molécules nécessaires a leur fonction : activer d’autres plaquettes et initier le processus
hémostatique. Ce n’est que lorsque qu’elles seront activées que le contenu de ces

granules sera déversé dans la circulation sanguine.
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Les granules alpha (granules a) comportent des protéines plaquettaires spécifiques
comme le PF4 et la B-thromboglobuline ainsi que des protéines non-spécifiques:

fibronectine, thrombospondine ou VWF (24).

Les granules denses regorgent de petites molécules telles que le calcium, I’adénosine

triphosphate (ATP) et la sérotonine (5-HT) nécessaires également a [Iactivation

plaquettaire et/ou au maintien des processus de coagulation (25).

Elles sont également caractérisées par des systémes de canaux permettant une libération
rapide de molécules dans leur environnement dés lors qu’elles sont activées. Le systeme
canaliculaire ouvert est un réseau d’invagination membranaire améliorant les échanges
de part et d’autre de leur membrane par augmentation de I’étendue de I'interface intra-
et extracellulaire.(26) Le systeme tubulaire dense est lui un centre de synthese analogue
au réticulum endoplasmique responsable notamment de la production des
prostaglandines et du stockage du calcium plaquettaire,(27) tous deux nécessaires a leur

fonction dans ’lhémostase.

1.1.1.2.2  Activation

Les plaquettes peuvent donc étre activées selon deux mécanismes : leur rencontre avec
les couches plus internes de la paroi vasculaire et notamment le sous-endothélium ou par

la présence d’agonistes dans la circulation sanguine.

1.1.1.2.2.1  Activation par contact avec le sous-endothélium vasculaire

Les composants du sous-endothélium sont en effet hautement thrombogénes. Dans des
conditions de flux normal, la reconnaissance des grands multiméres du VWF et du
collagéne permet le ralentissement puis I'arrét des plaquettes en une monocouche

recouvrant la Iésion vasculaire.

Si dans la circulation sanguine, la métalloprotéase ADAMTS13 fragmente les multimeres

du VWEF alors incapables de se lier a des plaquettes non-stimulées, la longueur des
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fragments leur permet d’étre « déroulés » sous I’effet du flux sanguin et donc d’exposer

des domaines de fixation au complexe glycoprotéique GPIb-V-I1X (28).

Une fuite de sang hors des vaisseaux modifie la répartition laminaire des flux sanguins,
provoquant le déroulement des multiméres de VWF. lls acquierent donc leur pleine

fonction au moment de la rupture vasculaire.

Cette perte sanguine se réduit a mesure que les plaquettes s’activent et colmatent la
bréche. Parallelement, par ’association d’un réflexe neuronal sur les cellules musculaires
et la libération par les plaquettes (thromboxane, prostaglandines) et cellules
endothéliales activées (endothélines, NO), une vasoconstriction est induite: le
vasospasme. Cette vasoconstriction permet Iinduction d’une nouvelle modification de
flux, différente de celle de la rupture vasculaire. Elle permet également le déroulement

des multimeéres de VWF, entretenant ainsi la réponse plaquettaire (29)

Avec I'action combinée du collagéne liant la GPVI et I'a2f1, la liaison du VWF provoque
Pactivation intracellulaire de la voie de la phospholypase C (PLC) y2, elle-méme
responsable d’une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire (voir

Figure 2).

Cette augmentation du calcium intra-plaquettaire permet donc :

- L’activation des cyclooxygénases : I’acide arachidonique, issu de la transformation
des phospholipides membranaires (phosphatidylsérine et phosphatidyl-
éthanolamine) par la phospholipase A2, est alors transformé en prostaglandine H2
(PGH2). Celleci pourra alors étre transformée en thromboxane A2 (TxA2) par
P’action de Ila thromboxane synthase. Le TxA2, en plus de son effet
vasoconstricteur a la capacité a lier les récepteurs TP a et [ plaquettaire et donc
induire leur activation (30);

- La dégranulation et la libération dans la circulation des activateurs plaquettaires

solubles que sont ’ADP, ’ATP, le calcium et le TxA2;
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- Un réarrangement complet du cytosquelette plaquettaire: les plaquettes
émettent des pseudopodes et s’amassent au niveau de la Iésion vasculaire en une
premiéere couche de plaquettes liées entre elles par les polymeéres du VWF;

- Ll’activation d’enzymes, floppase et scramblase, altérant I'asymétrie
phospholipidique membranaire et permettant ainsi I’exposition de Ila
phosphatidylsérine et donc I’exposition de charges négatives extraplaquettaires.
La plaquette devient alors le siege de la cascade de coagulation aboutissant a la

génération d’une grande quantité de thrombine (31).

Thrombine
PAR1

ADP

floppase Thrombine
scramblase
Coagulation
cascade

PLA2

COX Fibrine

TXS L S,

VWF

Acide
Arachidonique

VWF @ @

Collagen

Figure 2. Activation plaquettaire. La rencontre avec les composants du sous-endothélium (collagene et
VWF) permet Pactivation des plaquettes par activation de la voie de la PLC y2 quand I’activation des
récepteurs RCPG des agonistes solubles est relayée par la PLC . Les deux enzymes permettent une
augmentation des taux intra-plaquettaires de calcium. Cette augmentation est responsable des réponses
membranaires (activation des intégrines, dégranulation, flip-flop phospholipidique) et de synthése (TxA2).
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1.1.1.2.2.2  Activation par fixation de ligands solubles

La premiere couche plaquettaire ayant adhéré a la Iésion vasculaire libere donc dans la
circulation les agonistes solubles. Tous activent de différentes manieres des récepteurs
membranaires de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Ces
récepteurs a sept domaines transmembranaires sont eux-mémes couplés au niveau
intracellulaire a des protéines a activité GTPase dont les voies cellulaires différent (voir
Figure 2).

L’ADP reconnait et fixe les récepteurs P2Y1 et P2Y12 couplés a des protéines Gi et Gq (32).
La protéine Gi inhibe alors I'adénylate cyclase (AC) et provoque une chute de la
transformation de "ATP en AMPc (33) et la protéine Gq participe a I'activation de la PLC {3

a I'origine de I’activation de voies de signalisation semblables a la PLC y2 (34).

Le TxA2 se fixe quant a lui sur les récepteurs TP a et B couplés a des protéines Gq activant
la PLC y2 (35).

La thrombine, activée depuis la membrane de plaquettes activées, clive I’extrémité N-
terminale des récepteurs PAR1 et PAR4. La nouvelle extrémité N-terminale agit alors
comme un agoniste intramoléculaire et permet I'activation de ces récepteurs. Les

protéines Gq et Gi couplés au récepteur sont alors activées (36, 37).

C’est ainsi que la dégranulation des premiéres plaquettes accrochées au sous-
endothélium, permet I'activation des plaquettes de la circulation. Celles-ci s’activent
alors, renforcent le clou plaquettaire et libérent a leur tour dans la circulation de grandes
quantités d’agonistes. Elles participent ainsi la boucle d’amplification de la réponse

plaquettaire.

1.1.1.2.3  Agrégation

Les voies des PLC, initiées par la reconnaissance des agonistes solubles ou des agonistes
du sous endothélium, et 'augmentation des taux intracellulaires en calcium en découlant,
par ouverture de canaux ou mobilisation du calcium du RE, aboutissent également a la
modification conformationnelle de I'intégrine majeure de I’agrégation plaquettaire : allb
B3 (38).

_30_

JACQUELINE
(CC BY-NC-ND 2.0)



Ce signal, d’origine cytosolique, responsable d’activation de protéines membranaires est

appelé signal « inside out ».

L’intégrine allb 33 est capable de lier différents ligands selon les conditions de flux et des
forces de cisaillement en découlant. En condition de flux faible, elle ne peut lier que le
fibrinogene et la fibrine (39). Si les forces de cisaillement augmentent, alors les

multimeres de VWF se « déroulent » et se lient a allb B3 (40).

Le caractére divalent du fibrinogéne et multimérique du VWF permettent la liaison a de
mémes molécules d’une ou plusieurs plaquettes. Ces molécules agissent donc comme

des ciments et augmentent de maniére considérable la stabilité du clou plaquettaire.

De plus, leur liaison a I'intégrine initie au niveau intracellulaire des signaux d’activation,
appelés par opposition « outside in » (41). Ces signaux mettent en jeu des effecteurs a
activité tyrosine kinase (Syk) responsables de I’adressage a la membrane de nouvelles
intégrines, leur changement de conformation, permettant la liaison de nouvelles
molécules de fibrine ou de VWF. Ces signaux induisent la dégranulation plaquettaire, des
modifications du cytosquelette et de I’exposition des phospholipides anioniques sur la
face externe de la bicouche lipidique (41).

La succession de signaux inside-out/outside-in est responsable d’une boucle
d’amplification majeure dans la solidité du thrombus plaquettaire. Cette position centrale
de I'intégrine allbB3, a conféré a cette molécule un potentiel majeur dans la recherche de

nouvelles thérapies anti-agrégantes plaquettaires.

1.1.2  Acteurs plasmatiques
1.1.2.1  Facteur Von Willebrand

Le facteur VW est composé d’un nombre trés hétérogéne de multimeres, synthétisés par
les cellules endothéliales qui le libérent dans le sous-endothélium par leur versant basal,
ou dans le plasma. Il est également synthétisé par les mégacaryocytes et stocké dans les

granules a plaquettaires. (24)
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La préproprotéine suit la voie sécrétoire cellulaire, traversant le RE et I’appareil de Golgj,
aprés élimination de son peptide d’adressage, afin d’étre correctement maturée. La

proprotéine résultante se compose de plusieurs domaines :

- Les domaines D1-D2 du propeptide (16) ;

- Les domaines D’-D3 N-terminaux dont le D3 comporte le site de liaison au FVIII
(42);

- Les domaines A1-A2-A3; le domaine A1 permet la liaison aux intégrines allb 33 et
Gplba et le domaine A2 est la cible d’ADAMTS13 responsable du clivage de la
molécule ;

- Le domaine CK C-terminal impliqué dans la formation d’un pont disulfure entre
deux monomeéres de VWF (pont inter-monomere) (43) ;

- Le domaine D4, les domaines B et les domaines C1-C2 permettent, apres la
formation du pont inter-monomere, ’ladoption d’une conformation en bouquet de

I'unité dimérique rapprochant ainsi les régions N-ter des deux monomeres (16).

Des ponts disulfures seront ensuite formés entre les unités dimériques (pont inter-
dimeres) aboutissant a la forme multimérique du VWF (44). L’ensemble des « tétes » N-
ter, liées les unes aux autres, adopte la conformation d’une hélice, compactant les
nombreuses molécules de VWF pour un stockage efficace dans les organelles

spécifiques : les corps de Weibel Palade (45).

Ce «ziping » est adopté dans des conditions de pH spécifiques aux réseaux golgiens et
aux corps de Weibel Palade a des fins de stockage uniquement (46). Ainsi dans le RE, la
molécule est adéquatement conformée par une synthese efficace tandis que dans le
sang, elle se soumet aux conditions dynamiques pour adopter une conformation

fonctionnelle et déroulée ou circulante et empaquetée (47).

Amassées au niveau du centromere du réseau de microtubules cellulaires, ces vésicules
sont transportées a la membrane et leur contenu exocyté. Diverses voies répondent a de
multiples stimuli et permettent ainsi une régulation fine des sécrétions et adressages

membranaires des cellules endothéliales en fonction des besoins physiologiques.
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Le VWF est libéré par élimination du propeptide D1-D2. Les monomeéres restent pourtant
liés par le pont inter-monomeres. Se détache alors une chaine de monomeéres pouvant

atteindre un poids moléculaire supérieur a 20000 KDa.

La fixation, sur les récepteurs endothéliaux, de ligands induisant une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium occasionne I’exocytose de tous les corps de
Weibel Palade de la cellule et ainsi la sécrétion de grandes quantités de vWF. Ces mémes
ligands induisent également I'adressage a la membrane de la sélectine P, impliquée dans
le recrutement cellulaire (plaquettes, cellules de I'immunité). En revanche, une
augmentation des taux d’AMPc provoque la libération des corps contenant le vVWF mais

trés pauvres en sélectine P (48).

Libéré dans le sang, le VWF est a son maximum d’activité pro-agrégante. Rapidement il
sera clivé en unités multimériques plus petites, rapidement éliminées (28).

C’est une fois libéré dans la circulation qu’il jouera son réle de chaperonne du FVIII. Sa
libération impliquant la suppression du propeptide permet en effet la formation du
complexe de haute affinité avec le FVIII (49). Dés lors qu’il sera protéolysé en multimeres
de taille inférieur, cette affinité diminue (49). De plus, lorsqu’il est soumis a des forces de
cisaillement pathologiques (vasoconstriction, rupture vasculaire), le multimére de VWF
adopte une conformation dépliée qui provoque la libération du FVIII et, par la
présentation de son domaine A1, un basculement vers un réle exclusivement pro-
agrégant.

Paradoxalement, ce méme changement conformationnel soumet la molécule a la
protéolyse par la sérine protéase ADAMTS13, responsable du clivage et de la dégradation

du VWF (29).

L’association de ’ensemble de ces caractéristiques est a I’origine de son importance au
sein de la coagulation et de ’lhémostase. Il est nécessaire, par son effet protecteur, a la
présence du FVIII dans la circulation et il joue un réle direct dans I’agrégation plaquettaire
par la liaison aux intégrines (allb B3, GPiba). Ainsi lors d’un méme changement

conformationnel, induit par une situation pathologique, il libére in situ I’'un des acteurs
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majeurs de la coagulation tout en acquérant sa fonction intrinseque d’activateur de

I’agrégation plaquettaire.

1.1.2.2  Fibrinogéne et fibrine

Circulant a 1,5 a 4 g/L de plasma (50) chez un individu normal, le fibrinogéne est le
troisitme composant protéique majoritaire du plasma ensuite de I’albumine et des
immunoglobulines (51). Il joue un role important dans de nombreuses fonctions
physiologiques et physiopathologiques essentielles comme I’hémostase, la cicatrisation
tissulaire, "inflammation et ’angiogeneése (52).

Synthétisées dans les hépatocytes, les trois chaines sont rapidement assemblées au sein
du réticulum endoplasmique avant la sécrétion. Cette synthése est hautement régulée
pour permettre une réponse adaptée au besoin de l'organisme et notamment a
Pinflammation par l'interleukine 6 (1-6) et nombre d’autres cytokines pro-inflammatoires
(53, 54)-

Le fibrinogene est composé de deux monoméres, eux-mémes constitués de trois chaines
polypeptidiques (Aa, BB et y) convergeant toutes vers la région centrale de la

glycoprotéine, E-region, ol sont réunis les sites de clivage par la thrombine (55, 56).

Cette région E est reliée par une super-hélice (coiled-coil région) formée de I’enroulement
des 3 chaines polypeptidiques jusqu’au domaine D comportant les sites de liaisons aux
autres molécules de fibrinogene, essentiels a la polymérisation (57). C’est dans cette
région D que se situent les domaines terminaux des chaines Bf et y, tandis que la chaine
Aa quitte cette région pour former une boucle de 350 AA supplémentaire (aC-Region)
(58).

Dans le processus hémostatique, la cascade de la coagulation aboutit a la formation de
thrombine. La thrombine clive alors la molécule de fibrinogéne, modifiant alors sa
solubilité plasmatique en permettant la création du gel ou caillot de fibrine (52). En effet,
apres I’élimination des duos de fibrinopeptides A et B constitutifs des domaines C-ter des

chaines a et B au niveau du domaine E central; le fibrinogéne devient fibrine (59).
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L’élimination des deux fibrinopeptides A, permet I’exposition de sites de fixation du
domaine D et autorise la molécule de fibrine a se lier a deux autres molécules, chacune
d’elles étant capable de se fixer a une molécule supplémentaire. Cet assemblage permet

la formation des premiers polymeéres de fibrine : la protofibrille (60, 61) (voir Figure 3).

L’élimination du fibrinopeptide B, plus lent que celle du fibrinopeptide A, permet
’exposition d’un autre site de fixation du domaine E au sein du domaine B et la libération

de la boucle Ca, nécessaire a I'action du Facteur XlII (FXIII) pour créer de nouvelles

interactions intermoléculaires au sein des fibres de fibrine (61) (voir Figure 3).

Elimination du
fibrinopeptide A (_\

Elimination du (_/
fiorinopeptide B Figure 3. Fibrinoformation. La thrombine

Jqq élimine les fibrinopeptides A et B
séquentiellement. L’élimination du

[ [ ] [ fibrinopeptide A permet la formation de

\)'QQ liaisons entre le domaine E central d’une
premiéere molécule de fibrine et 2 domaines

D périphériques de deux autres molécules

W‘)‘ﬁd créant la protofibrille. L’élimination du
fibrinopeptide B permet la liaison entre les

Cross-linking l < 4 domaines D des monoméres appartenant a
deux protofibrilles différentes permettant
la création de la fibre de fibrine. Enfin, le
FXIII permet la formation de cross-links

' L ' entre les chaines a et y des protofibrilles
w modifiant les caractéristiques physiques de
la fibre.

En effet, le FXllla est une transglutaminase activée par la thrombine et dont I'activité
enzymatique, portée par le domaine a (FXIlI-a), permet 'augmentation de la densité des
fibres de fibrine, diminue leur porosité en resserrant le maillage fibreux et 'augmentation

de larésistance a la lyse (62).
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L’activité enzymatique du FXllla se traduit par la création de ramification («cross-
linking ») entre les chaines des molécules de fibrine. Ainsi, la liaison entre deux chaines y
augmente la densité (63), tandis que les liaisons entre deux chaines a influence la tension
et la rigidité des fibres (48), réduit la sensibilité a la fibrinolyse (64, 65) en réduisant
notamment I'accessibilité des super-hélices a  y par la plasmine (66). Enfin, des liaisons

entre les chaines a et y résultent aussi de I’action du FXllla (67).

Le FXllla permet également I’apparition de ramification entre les chaines de la fibrine et

d’autres molécules diminuant la susceptibilité de la fibre a la protéolyse :

- L’a2-antiplasmine se lie aux chaines a protégeant la fibre de I’action de la plasmine
(68);

- Le TAFI empéche la liaison du t-PA sur les fibres de fibrine. Le réle du t-PA dans
I’activation du plasminogéne en plasmine est dépendant de sa fixation aux fibres
de fibrines (69);

- Le PAI-2 (Plasminogen Activator Inhibitor type 2) se lie aux chaines y des
monomeres de fibrine est permet I'inhibition de I"action activatrice du t-PA sur le

plasminogéne chez la femme en gestation (70).

La plasmine, enzyme de la famille des protéases a sérine, est 'agent majeur de la
fibrinolyse (71). Par son action protéolytique, elle dégrade les fibres au niveau des super-
hélices afy en produits de dégradation de la fibrine (FDP) de taille variable et dont les
plus petits sont composés de deux domaines D reliés par la liaison des régions aC (D-
dimeres) (72).

La conversion du plasminogéne en plasmine est médiée par deux activateurs principaux :
le tissue-type Plasminogen Activator (t-PA) et I'urokinase-type Plasminogen Activator (u-
PA) (73). En plus d’héberger des agents protecteurs, la fibrine joue également le réle de
surface catalytique pour les enzymes impliqués dans sa propre dégradation (51). En effet,
le domaine kringle du plasminogéne, en plus d’étre le site de sa liaison a I’a2-antiplasmine,
lui permet de se lier aux résidus lysine C-terminaux créés sur la fibrine au cours de sa

formation (74, 75). D’autre part, la fixation du t-PA sur les fibres de fibrine induit une
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colocalisation de I’enzyme et de son substrat, le plasminogéne, augmentant 'activité du

t-PA d’un facteur 100 (76).

La résistance de la fibre de fibrine est hautement corrélée au nombre de fibres
d’avantage qu’a leur épaisseur. En effet, si une fibre épaisse est plus lentement
protéolysée qu’une fibre plus fine, un caillot comportant un nombre plus important de
fibres fines est plus lentement dégradé qu’un caillot composé d’une quantité moindre de
fibres épaisses (51). Ceci s’explique par la perméabilité amoindrie du caillot aux agents de
la fibrinolyse (t-PA, plasminogéne, plasmine) lorsque le nombre de fibres augmente. De
plus, les fibres périphériques fixent le t-PA et le plasminogéne. Plus le nombre de fibres
augmente, plus le nombre de molécules de t-PA et de plasminogéne fixé, rapporté a ce

nombre, diminue (51).

2 Hémostase secondaire ou coagulation

2.1 Complexes moléculaires

Le coeur primaire de I’hémostase secondaire se compose de quatre complexes
enzymatiques majeurs impliquant tous des enzymes vitamino-K dépendantes que sont les
FVIla, facteur IX activé (FIXa), FX activé (FXa) et la thrombine (Flla) (77).

Le FXa, enzyme-clé du complexe prothrombinase, est activé par protéolyse par les
complexes ténases intrinseques et extrinseques appartenant aux deux voies d’activation
du méme nom.

La voie intrinséque aboutit a la formation d’un complexe ténase formé des FIXa, FVllla
liés a une membrane phospholipidique activée et en présence de calcium.

La ténase extrinseque se compose quant a elle du FVlla et du facteur tissulaire (FT) ancrés
a la bicouche lipidique en présence de polyphophates et de calcium (78).

Tous ces complexes sont ainsi dotés d’une activité sérine-protéase vitamino-K
dépendante et sont ancrés dans les parois lipidiques des cellules activées et donc a

proximité du site de la Iésion vasculaire.
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Ces protéines se lient aux membranes cellulaires grace a leur domaine GLA issu de la y-
carboxylation de leur résidu Glu. La régénération de la y-carboxylase responsable de cette
réaction est dépendante de la vitamine K (79). L’absence de cette vitamine aboutit a la

production hépatique de protein induced by vitamin K absence (PIVKA)(80) non-

fonctionnelles puisque incapables de se lier aux membranes cellulaires activées.

Les cofacteurs de ces sérine-protéases vitamino-K dépendantes peuvent étre des
protéines circulantes sous forme inactive comme le facteur VIII (FVIII) et V, cofacteurs des
FIXa(81) et FXa(82) respectivement ou étre des protéines transmembranaires et donc
déja présentes sur la surface cellulaire comme tels que la thrombomoduline (9) et le TF
(83), cofacteurs des Flla et FVIla. Tous ces cofacteurs permettent une augmentation d’un

facteur 10% 2 10° de Iactivité de I’enzyme dont ils catalysent la réaction.

Au concept désuet de coagulation en cascade, la communauté scientifique préfére le
modeéle cellulaire, proposé par Hoffman en 2001 (84). Ce modéle rétablit I'importance des
membranes cellulaires dans le déroulement des processus de coagulation. En effet, le
modele en cascade offrait un point de vue séquentiel de I'activation des différents
acteurs pourtant bien souvent activés de maniére concomitante, sans notion de

localisation cellulaire de I'intégralité de ces réactions enzymatiques.

Le modele cellulaire se découpe donc en trois phases. La phase d’initiation correspond a
la voie intrinseque du modeéle en cascade et illustre la mise en place des premiers acteurs
de la coagulation et la production des premiéres traces de thrombine. La phase
d’amplification rend compte de l'augmentation de la vitesse de production de la
thrombine deés lors que les premiéres traces sont formées, par la mise en place de boucles
d’amplification. La phase de propagation s’oppose a la phase d’initiation par la diffusion
des réactions a d’autres surfaces cellulaires. En effet, la phase d’initiation concerne les
membranes cellulaires exprimant le facteur tissulaire que sont les cellules musculaires
lisses et les fibroblastes du sous endothélium tandis que la phase de propagation permet
la mise en jeu des membranes activées des plaquettes et de I’endothélium exprimant les
phospholipides anioniques. Ces phosphatidylsérines permettent la fixation sur les

membranes des trois complexes enzymatiques majeurs de la coagulation.
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2.2 Phase d’initiation

La ténase extrinséque, formée secondairement a un contact entre le sang et les tissus
sous-endothéliaux, réunit sur la membrane des cellules du sous-endothélium, le FVlla,
retrouvé a I’état de trace dans le compartiment circulant (85), et le TF présenté par le
sous-endothélium vasculaire ou par les membranes plaquettaires activées. Le complexe

ainsi formé recrute, puis clive le FX en FXa et, a moindre mesure, le FIX en FIXa (86).

by

Seul, le FVlla circulant est dénué d’activité et la liaison a son cofacteur, le TF, est
nécessaire a la formation des FIXa et FXa.

Le FXa clive et active la prothrombine (FII) en Flla (87), ’acteur majeur de la cascade de la
coagulation mais également de linitiation des systémes anticoagulant et fibrinolytique

stimulés de maniére quasi-simultanée plus que séquentielle (88) (voir Figure 4).

‘ Sérine protéases )
vitamine-K dépendantes ‘

[ ) Calcium
Cofacteurs transmembranaires

Membranes cellulaires

—== cxprimant le facteur

tissulaire

Membranes activées exprimant la

T — phosphatidylsérine (plaquettes,

cellules endothéliales...)

Figure 4. Phase d’initiation de la coagulation. Le TF exprimé a la surface des cellules musculaires lisses et
des fibroblastes du sous-endothélium lie et active le FVIlI en FVlla. Le complexe membranaire est alors
capable de cliver les FX et FIX. Les premiéres traces de FX initient I'activation de la prothrombine en
thrombine tandis que le FIXa accroit la production du FX.
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2.3 Phase d’amplification

La thrombine joue en effet un réle essentiel dans les boucles d’amplification du processus

hémostatique (voir Figure 5) par sa capacité a activer:

- Lesplaquettes;
- Les cofacteurs des FXa et FIXa que sont les facteurs V et VIl activés (FVa et
FVilla);

- Le FXlll en FXIlla, initiateur de ponts covalents entre les fibres de fibrine.

La thrombine formée au terme de la phase d’initiation occupe une place centrale dans le
développement du processus de coagulation. Clivé par la thrombine, le fibrinogéne
s’assemble en multimeétres insolubles appelés fibrine. Ce réseau de fibrine enserre et

stabilise ’lamas plaquettaire formé au niveau de la breche vasculaire.

Activité procoagulante
ﬂla
2
M

L2

TAFI

Activité fibrinolytique

Figure 5. La place centrale de la thrombine. La thrombine (Flla) favorise sa propre génération par sa
capacité a activer les acteurs de la phase d’amplification. Elle permet ainsi un accroissement de production
de thrombine responsable de la formation des fibres de fibrine a partir du fibrinogéne et leur stabilisation
via I'activation du FXIIl. Elle est responsable également du recrutement et de I'activation plaquettaire
permettant ainsi la phase de propagation, multipliant les surfaces de support a la coagulation. Associée a la
thrombomoduline, elle est ’activateur du TAFI (Thrombin-Activatable Fibrinolysis Inhibitor), inhibiteur des
effets des activateurs de la plasmine et joue donc un réle antifibrinolytique. Paradoxalement, toujours liée a
la thrombomoduline, elle est Pactivateur du complexe protéine C/protéine S, complexe majeur de
I'inhibition des cofacteurs de la phase d’amplification : les FVa et FVllla. Elle participe donc activement a
I’arrét de la coagulation.
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La quantité de thrombine initialement générée étant insuffisante, la thrombine est
capable d’induire une amplification de sa formation. Elle clive et active pour cela les FV
(89) et FVIII (90) de la coagulation, cofacteurs des FXa et FIXa respectivement. Le FVa se
liera au FXa pour former le complexe prothrombinase, augmentant la vitesse de
formation de la thrombine d’un facteur 3.10°. De méme, le complexe ténase, associant les
FIXa et FVllla, permet une augmentation de 10° fois de I’activité enzymatique du FIX (voir

Figure 6).

Figure 6. Phase d’amplification de la coagulation. Les premieres molécules actives de thrombine
permettent I'activation des FVIII et FV, cofacteurs des FIX et FV respectivement. Ces protéines sont
capables d’augmenter I'activité enzymatique des FIX et FX aboutissant a la formation d’une boucle de
régulation positive de la coagulation incluant des complexes ténase, prothrombinase et la thrombine : FIX -
> FX -> Fll -> FIX + FX. Cette augmentation de la production de thrombine permet de produire de grandes
quantités de fibrine a partir du fibrinogene soluble et de cimenter le caillot sanguin.
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La thrombine active également le facteur XI (FXI), alors capable d’activer le FIX,

amplifiant alors indirectement la production de FXa et de thrombine elle-méme.

Le complexe ténase intrinseque, ayant une activité 50 fois supérieure au complexe formé
du FVlla et du TF, devient alors la source majeure de production du FXa et ainsi de Flla (91,
92).

L’inactivation rapide du complexe extrinseque FVIla-TF par le TFPI d’une part (93), et la
nette supériorité de la ténase intrinseque d’autre part (94) sont les deux raisons majeures
de la place cruciale des composants du complexe FVllla-FIXa dans la formation d’un caillot

stable.

2.4 Phase de propagation

Si dans les premiers instants qui suivent la rupture vasculaire, les processus de
coagulation s’initient sur des membranes exprimant le TF, les plaquettes interviennent

rapidement sur le site de la Iésion.

Leur activation par contact avec les cellules du sous-endothélium, par liaison d’agonistes
solubles qu’elles sécretent elles-mémes et par la thrombine, modifie la composition en
phospholipides de la couche externe de leur membrane. L’expression de phospholipides
anioniques transforme ainsi ces cellules en site de choix pour la fixation des complexes

enzymatiques de la coagulation.

Les cellules endothéliales proches subissent les mémes réarrangements membranaires
suite a leur activation. De plus, des lors qu’elles sont activées, elles sécretent le TFPI,

inhibiteur précoce de la ténase extrinseque.

Ainsi, tandis que les voies TF dépendantes sont peu a peu inhibées, les membranes des
plaquettes et les cellules endothéliales deviennent le siége d’intenses réactions
enzymatiques des lors qu’elles sont activées. L’étendue sur laquelle peuvent donc
s’exercer les réactions impliquées dans la coagulation s’en retrouve donc

considérablement amplifiée, tout en restant limitée aux abords de la Iésion vasculaire.
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Les facteurs de la coagulation sont donc activés en quantité infiniment supérieure a la
phase d’initiation, du fait de I'existence de boucles d’amplification Flla-FIXa-FIXa/FVllla-

FXa, et de I’activation par la thrombine, en quantité croissante, de nouvelles plaquettes.

Le déclenchement rapide de la réponse anticoagulante par les premiéres traces de
thrombine participe a une propagation limitée a ces membranes plaquettaires activées.
Les acteurs enzymatiques ne peuvent alors exercer qu’une action fugace, avant d’étre

inactivés, leur nombre et leur activité permettant une réponse adaptée.

La balance entre intensité de la production des facteurs, rapidité de leur action s’ils sont
fixés sur des membranes adéquates et en présence de leurs cofacteurs ainsi que la
vitesse de leur inactivation est la principale explication de I’efficacité et de la précision des

étapes de la coagulation.

2.5 Régulation de la réponse pro-coagulante

Le TFPI, produit par les cellules endothéliales est capable de se lier au FXa lorsqu’il s’est
fixé au complexe FVIla-TF. Il est ainsi capable d’inhiber réversiblement le FXa et
d’inactiver le complexe ténase extrinseque de maniere FXa-dépendante, ralentissant le
processus d’amplification de la coagulation par la diminution induite de la formation du

FXa et de la thrombine.(10)

Si le TFPI n’est capable que de ralentir le processus hémostatique, d’autres mécanismes

anticoagulants initiés par la thrombine permettent d’inhiber la coagulation.

Le complexe formé de la thrombine et de la thrombomoduline membranaire est capable
d’activer la protéine C ainsi que son cofacteur la protéine S. Le complexe protéine C
activée (PCa) se lie au complexe prothrombinase ou ténase intrinseque afin d’inactiver
par protéolyse les FVa et FVllla, freinant I'intégralité de la voie commune de la
coagulation.

L’association du TFPI et du complexe PCa/PS est capable d’inhiber la formation de

thrombine.
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Parallelement, la présence d’héparanes sulfate sur la surface des cellules endothéliales
permet a I’antithrombine en circulation de former des complexes ternaires avec ses
cibles enzymatiques : Flla, FIXa, FXa, FXla et FXlla. Si I’héparane sulfate ne lie pas
essentiellement les enzymes cibles de I’AT, il est néanmoins nécessaire a une activité
inhibitrice efficace. Une fois I’AT liée a sa cible, une modification induite de sa
conformation rend cette liaison covalente et donc irréversible. Le complexe AT-enzyme
cible se détache ensuite des héparanes sulfate et se retrouve en circulation avant de lier

des récepteurs hépatiques et d’étre ainsi internalisé.

Les héparanes sulfate ainsi libérés sont a nouveau capables de lier AT et de participer a

nouveau a I'inhibition de nouvelles enzymes cibles de I’AT.

3 Le Facteur VIII

3.1 Introduction

La réaction en chaine aboutissant a la formation du caillot de fibrine est donc nécessaire

au maintien de 'intégrité vasculaire et donc du volume sanguin.

C’est pourquoi, ’activation rapide et séquentielle des ténases extrinseque et intrinseque
et de la prothrombinase permettant la formation et la stabilisation du caillot de fibrine

sont cruciaux.

Le FVIII est le cofacteur essentiel du FIXa avec lequel il forme un complexe responsable
de la formation de 90 % de la thrombine produite suite a une bréche vasculaire. Une
mutation du géne F8 de laquelle découle un déficit quantitatif et/ou qualitatif en FVIII
conduit a I’expression clinique de I’hémophilie A.

L’hémophilie A est un trouble de la coagulation d’origine génétique et transmis sur un
mode récessif et lié au chromosome X. Elle est caractérisée par des saignements
disproportionnés, non spontanément résolutifs, induits ou spontanés particulierement au
niveau des articulations (hemarthroses), des muscles (hématomes).

Le traitement consiste en une thérapie substitutive par apport intraveineux du facteur de

la coagulation manquant. Si les premiers substituts injectés ont été le sang total,
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I’amélioration des techniques de purification puis le clonage du géne F8 ont rapidement
permis 'utilisation de FVIII dérivé du plasma (pdFVIII) puis de FVIII recombinant (rFVIII)

produit par Génie Génétique.

Le facteur VIII est caractérisé par un nombre trés important de modifications post-
traductionnelles. Ces modifications dont I'importance s’est établie lentement au sein de
la communauté scientifique semblent devoir étre considérées dans I’élaboration et la

production de rFVIIl et dans le ciblage cellulaire au cours d’essais de thérapie génique.

3.2 Geéne du FViII

Cloné pour la premiere fois en 1984 (95, 96) , le géne F8, long de 186 kbp et localisé sur le
bras long du chromosome X, fait partie des plus grands génes du génome humain. Il se
compose de 26 exons dont les tailles varient de 69 a 262 kbp et dont les exons 14 et 26
sont les plus longs avec des tailles respectives de 1959 et 3106 bp. L’exon 26 code pour la
région 3’ non traduite (UTR) et I’exon 14 pour le domaine B du FVIII qui est le plus grand
domaine de la protéine. La taille des introns varie quant a elle de 0,2 a 3,5 kbp et la taille

totale en séquence codante est de 9 kbp.

L’intron 22, séquence épissée la plus longue du géne F8, contient une région riche en CpG

et a une fonction unique de promoteur bidirectionnel a I’origine de deux transcrits (97).

Le premier, appelé F8A et de 200 kb, est transcrit en anti-sens du gene F8. Sans intron
propre, l'intégralité de sa séquence est contenue dans l'intron 22. Deux autres copies de
ce gene existent au niveau télomérique du chromosome X, a une distance de 300-400 kbp
du gene F8 (98), ce dont résulte un grand nombre de réarrangements intra-
chromosomiques aboutissant a une inversion de lintron 22 et a une fermeture

prématurée de la phase de lecture ouverte du géne F8.

Le second, F8B, est transcrit dans le méme sens de lecture que le géne F8 et se compose
de 5 exons; le premier lui est propre et se compose de 24 pb et les 4 autres sont les

exons 23 a 26 du transcrit du géne F8 (98) correspondant au domaine C du FVIII.
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Si la fonction du F8B n’est pas connue, il a été démontré que le F8A code pour une
protéine, HAP40, liant I’Huntingtine, et participant a sa fonction notamment par son bon

adressage a la membrane (99).

Les premiéres transplantations hépatiques réalisées sur des hémophiles A ont permis la
disparition du phénotype hémophilique, laissant suspecter une production hépatique du
FVIII et ainsi une expression génique dite « tissu-spécifique ». Pourtant, ’hépatectomie
chez le sujet sain n’étant pas responsable d’apparition d’un déficit en FVIII, I’existence de

foyers de production ectopiques fut retenue (100).

Depuis, I’étude des transcriptomes cellulaires a permis de mettre en évidence ’ARN
messager (ARNm) de 9 kb du FVIII dans de nombreux tissus (101, 102) jusqu’a ce que des
études récentes la découvrent majoritaire au niveau de I’endothélium des sinus
hépatiques (103), confirmant I’existence de foyer de production endothéliaux

secondaires (104).

Au moment du séquencage du gene, en 1984 par Gitschier et al. (96), la région
promotrice s’étendait jusqu’en position -1175. Des études de liaison protéique ont permis
d’établir une liste de facteurs de transcription fixant cette région sans considération pour
leur importance dans I'induction de la transcription du géne F8: les hepatocytes nuclear
factors 1 et 4 (HNF1 et 4) sur les domaines A et E, le nuclear factor kB (NF-kB) sur la région
5’ du domaine B, les CCAAT/EBP a et B (C/EBPa et ) sur les domaines C et D(105) et le NFy
(106).

Ensuite, des études de délétion ont réduit la zone minimale nécessaire a I'activité
maximale du promoteur a la région séparant les résidus -279 a -64 correspondant aux
domaines B, C et D de la région promotrice initialement décrite (105). Les domaines A et
E, comportant des sites de liaison au HNF1 et HNF4 se sont donc révélés d’une

importance moindre (105).

Dés lors, des cas de troubles hémorragiques avec déficit en FVIII sans explication dans la

structure codante ont permis de décrire les premiéres mutations de la région promotrice

_4_6_

JACQUELINE
(CC BY-NC-ND 2.0)



ayant une expression biologique et clinique (Figure 7) aprés vérification sur des modeles

ex vivo.
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Figure 7. Séquences conservées et mutations de la région promotrice du géne F8. La fleche représente la
région promotrice dans le sens 5’-3’ ol les barres représentent des sites nucléotidiques numérotés par leur
distance avec le premier nucléotide transcrit. En gris sont représentées les séquences n’appartenant pas au
promoteur, en vert, les séquences sur lesquelles des mutations semblent sans conséquences et en jaune,
orange et rouge, les régions ou une mutation a une répercussion biologique sinon phénotypique par ordre
croissant de risque statistique sans considération pour la gravité clinique. La liste les mutations décrites
dans la littérature, le modele cellulaire sur lesquels ils ont été étudiés et I’activité FVIII (FVIII :C) mesuré dans
le plasma des patients ont été collectés a partir de plusieurs références: Nougier et al (2014) (107) ;
Bogdanova et al (2007)(108) ; Green et al. (2008) (109) ; Zimmerman et al. (2012) (110) ; Dai et al (2008)(111) ;
Riccardi et al. (2009) (112)

3.3 Structure protéique du FVIII

Longue de 2332 acides aminés, la protéine sortie des machineries traductionnelles
cellulaires est constituée de 6 domaines principaux : A1, A2, B, A3, C1 et C2 (voir Figure 8).

A chaque domaine A, un sous-domaine acide (a) est associé.
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Les domaines A présentent de nombreuses similitudes entre eux, ainsi qu’avec les
domaines A du FV (35 %) et avec la céruléoplasmine (35 %) (113). Le domaine A1 est
impliqué dans la liaison a I'ion cuivre (Cu**), les domaines A2 et A3 dans les interactions
avec le FIX au sein du complexe ténase intrinséque.

Les domaines C1 et C2 ont également une grande similitude avec les domaines C du FV (40
a 45%) et avec d’autres protéines capables de lier les domaines glucuronoconjugués et les
phospholipides.

Le domaine C2 comporte également le site de liaison du FVIII au VWF avec lequel il est lié

dans la circulation sanguine.

Figure 8. Représentation de la préproprotéine du FVIII a sa sortie des machineries de la transcription
(adaptée de Orlova et al. 2013). Les ¢ représentent les N-glycosylation et O-glycosylation (rouge), les |_|
représentent les ponts disulfures et les (S) les sulfatations de résidus tyrosine. Le domaine SP (signal
peptide) permet I'adressage au réticulum endoplasmique ou les modifications post-traductionnelles seront
initiées. Le domaine B sera éliminé avant la sécrétion du dimére a chaine lourde (A1-A2-B résiduel) et légere
(A3-C1-C2).

Le domaine B est codé par un unique exon et sa structure n’est similaire a aucune
séquence protéique connue. Cependant il est le siege de nombreuses modifications post-
traductionnelles (PTMs) notamment de N-glycosylation. Cette caractéristique, conservée
au cours de I'évolution, est en faveur de I'importance de ces PTMs dans la production
d’un FVIII optimal en termes de fonction et/ou de tolérance.

La présence des ions divalents cuivre et calcium est capitale pour la fonction pro-
coagulante de la protéine (114). Deux ions cuivre, Cu**, coordonnent I'interaction entre les
domaines A1 de la chaine Iégere et A3 de la chaine lourde grace aux résidus H267, C310,

H315 et H1954, C2000 et H2005 respectivement.
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S’ils sont tous les deux a I'interface entre les chaines légere et lourde et en dépit de leur
role capital dans la fonction de cofacteur du FVII, ils ne semblent pas étre cruciaux pour
la liaison entre les deux chaines. Seul le résidu C310 a été décrit comme étant a I’origine
d’un phénotype d’hémophilie sévere.

De la méme maniére, les ions calcium (Ca*") ou manganése (Mn*") sont capitaux pour les
fonctions du FVIII; si la dimérisation des deux chaines est indépendante de leur présence,

leur bonne conformation en dépend.

3.3.1  Biosynthése du FVIII

La production du FVIII est soumise a de nombreux systemes de controéles, de régulations

cellulaires qui imposent a la cellule un co(t énergétique important (115).

Chaque étape de la synthese protéique depuis son arrivée dans la lumiere du réseau
réticulaire est donc vérifiée. Les machineries cellulaires de transcription et de traduction
réservent donc nécessairement une partie de leur activité a une production protéique

suffisante a leur maintien.

De plus, par son appartenance a la famille des glycoprotéines, le FVIII monopolise de
nombreuses voies enzymatiques de PTMs au cours de sa migration a travers le réticulum
endoplasmique (RE) et I’appareil de Golgi. La encore, les colts cellulaires pour le maintien

de toutes ces voies est considérable.

C’est pourquoi, dés son arrivée dans la lumiére du RE, le FVIII est pris en charge par une
protéine chaperonne, BiP, de la famille des protéines de choc thermique (Heat Shoc
Protein 70, Hsp70). La simple libération du FVIII de cette chaperonne est Adénosine
Triphosphate (ATP) dépendante, donc énergivore (116). La cellule utilise pourtant la
protéine a des fins économiques. Si la transcription du geéne F8 est augmentée, la
quantité de BiP s’accroit et la rétention du FVIII dans le RE I’est également (115). Ainsi, la
quantité de FVIIl pris en charge par les protéines et enzymes impliqués dans sa
conformation, dans la réalisation des PTMs, et dans les systéemes de contréle reste stable
et adaptée a la capacité du RE. Cette régulation minimise les risques délétéres d’une

accumulation de protéines anormales et/ou mal repliées (117).
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3.3.1.1  Dans le réticulum endoplasmique
3.3.1.1.1  Glycosylations

Apres transcription du géne dans le noyau de la cellulaire endothéliale, PARNm est
traduit. La chaine polypeptidique est alors progressivement introduite dans la lumiére du

réticulum endoplasmique pour y subir les premiéres modifications post-traductionnelles.

Le peptide signal, long de 19 acides aminés, responsable de cet adressage au

compartiment réticulaire est clivé.

Aprés I’ajout des chaines oligosaccharidiques sur les résidus asparagine (N-glycosylation),
les glucosidases | et Il agissent de maniére séquentielle afin d’éliminer respectivement le

résidu a(1,2)-glucose terminal et les deux a(1,3)-glucoses suivants (117, 118).

Les protéines chaperonnes, calnexine (CNX) et calréticuline (CRT), appartiennent a la
famille des lectines. Elles sont capables de fixer le FVIII et ce n’est que lorsque les parties
terminales de ses oligosaccharidiques sont glycosylées qu’elles le liberent (117, 118). Un
systeme de contréle consistant en la suppression d’un résidu mannose, s’il est en position
terminal, par la a(1-2) mannosidase atteste de la bonne déglycosylation et le FVIII peut

ainsi étre envoyé vers le réseau golgien.

Les protéines non conformes sont donc maintenues dans le RE par les chaperonnes CNX
et CRT, pour y étre glycosylées a nouveau par |'uridine diphosphate (UDP)-
glycosyltransferase (UGT) avant d’étre reprises en charge par les glucosidases | et Il. Au
terme de quelques cycles CRN/CRT-glucosidases-UGT (117), les protéines n’ayant pas été
correctement processées seront adressées au protéasome cytoplasmique et détruites et
induiront la production de protéines chaperonnes régulatrices ou pro-apoptotiques (119).
Une quantité importante de FVIII est éliminée par ces voies de dégradation. Cependant,
I’inhibition de ses acteurs principaux n’entrainent qu’une faible augmentation de FVIIl au
niveau intracellulaire, et d’autres voies jouent un réle majeur dans la rétention des

protéines du FVIII qu’elles soient conformes ou non.
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La majeure partie des sites de N-glycosylation étant portée par le domaine B de la
protéine, la suppression de celui-ci de "ADN complémentaire du FVIIl permet une

sécrétion augmentée de la protéine (120).

3.3.1.1.2  Ponts disulfures

La mise en place des ponts disulfures (S-S) du FVIII est dépendante de la correcte N-
glycosylation de la protéine. La protéine comporte un total de 8 ponts S-S. Chaque
domaine C et chaque domaine A comportent respectivement un ou deux ponts S-S
internes. Sept de ces 8 ponts sont situés a I'intérieur de la structure tertiaire du FVIII et
permettent un maintien de la structure de la protéine et ainsi son intégrité, sa
fonctionnalité (121). Une mutation sur les résidus impliqués dans la formation de ces 7
ponts disulfures, homologues a ceux retrouvés sur le FV, est donc fondamentalement

responsable d’un phénotype hémorragique (121).

Le dernier, exposé vers I’extérieur, semble avoir un réle moins capital puisque son
élimination par substitution de I'un des résidus cystéine (Cys) en C1899 ou C1903 par un
autre acide aminé permet une augmentation de la sécrétion du FVIII sans affecter sa
fonction. Cette suppression permet donc le shunt d’un second contréle réticulaire a la

bonne conformation protéique (121).

3.3.1.1.3 Depuis le RE vers le réseau golgien

Apres formation de ces ponts S-S, la protéine est finalement adressée au réseau golgien
suivant la voie sécrétoire classique. Des systémes cellulaires ERGIC (Endoplasmic
Reticulum to Golgi apparatus Intermediate Compartment) spécifiques reconnaissent les
FVIII et FV de la coagulation dans le RE : les ERGIC53. LMAN1, une protéine
transmembranaire de la famille des lectines (122), et MCFD2, protéine soluble de 16 kDA
comportant une séquence médiatrice de la translocation dans I’ER, forment un complexe
de stoechiométrie 1:1, dont la formation est calcium-dépendante, impliqué dans le

transfert du FVIII et du FV depuis le ER au Golgi (123).
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Si LMANT1 est le cargo de nombreuses protéines connues, notamment des glycoprotéines,
(124-126), MCFD2 n’est connu que pour son implication dans le transport intracellulaire

des facteurs V et VIII de la coagulation (127).

Grace a la reconnaissance calcium-dépendante des résidus mannose terminaux, les
complexes de chaperonnes LMAN/MCFD2 organisés en clusters vont fixer les FVIII et
FV(128). La membrane du RE s’invagine alors afin de former des vésicules de transport
peu a peu transformées en vésicules cis-golgiennes. Pour cela, le complexe doit s’ancrer a
COPIl, complexe protéique hétérodimérique recouvrant la face interne des vésicules de
transport intracellulaire, par le biais de la chaine cytoplasmique de LMAN1 (129). MCFD2
ne comporte quant a lui aucun site d’interaction avec COPII et dépend donc de LMAN1

pour assurer la spécificité du transport des facteurs VIl et V (130).
Des mutations des geénes codant pour LMAN1, MCFD2 et COPII (131) sont tous deux
impliqués dans Papparition d’un déficit combiné en FVIII et FV (130).

(http://www.isth.org/?MutationsRareBleedin)

La modification du pH a l'intérieur de la vésicule au cours de sa migration vers le réseau

golgien provoque la libération du FVIII et le recyclage du complexe LMAN/MCF2 (132).

3.3.1.2  Dans I'appareil de Golgi
3.3.1.2.1 Modifications des N-glycosylations

Dans I'appareil de golgi, les N-glycosylations seront a nouveau modifiées. Ainsi divers
résidus glucidiques seront ajoutés a I'extrémité des « cores » riches en mannose pour
former des chaines complexes. Ces structures finales sont intimement liédes a
I’équipement enzymatique de la cellule, a la maniére d’'une empreinte glycoprotéique
renseignant sur son origine cellulaire de la protéine finale. L’équipement enzymatique
étant dépendant de I'origine cellulaire (génes tissu-spécifiques) et de I’espece (évolution
du génome et donc du protéome), la nature des sucres ajoutés sur les chaines

polysaccharidiques est donc elle-méme espéce- et tissu-dépendante. (120, 133)
On retrouve donc chez de nombreux mammiferes des motifs acide sialique et galactose,
absents des glycoprotéines produites par des cellules humaines. En effets l'a-
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galactosyltransferase et la Cytidine MonoPhosphate (CMP)-N-acetylneuraminate mono-
oxygenase responsables de I’ajout de résidus comme Gala1-3Galp1-GlcNAc-R (a-Gal) et
I’acide N-glycolylneuraminique (NeusGc), perdues au cours de I’évolution par les cellules

humaines sont exemptes des épitopes polysaccharidiques des glycoprotéines humaines

(133, 134).

3.3.1.2.2 O-glycosylations

Concomitamment, les groupes hydroxyle des sérines ou thréonines seront O-glycosylés.
Les acides aminés choisis appartiennent le plus souvent a des clusters, riches en résidus
proline notamment. Ces chaines polysaccharidiques s’ancrent donc a la protéine par un
pont O-glucose/N-acetylgalactosamine et leurs motifs sont également fonction de

I’arsenal enzymatique cellulaire.

De récents travaux ont décrit les importantes différences entre le FVIII lorsqu’il est extrait
du plasma, produit par des cellules endothéliales humaines, majoritairement localisées
dans les sinus hépatiques, et le FVIII recombinant produit par génie génétique sur des
cellules de mammifére, choisies pour leur adaptabilité a une production industrielle.
Jusqu’a ce jour, aucun essai clinique n’a permis d’établir une différence entre les rFVIII
issus de lignées BHK (Baby Hamster Kidney), porteurs des épitopes a-Gal, ou des lignées
CHO (Chinese Hamster Ovary) en termes de demi-vie plasmatique, d’efficacité ou de
tolérance. Pourtant, afin de minimiser ces différences, la recherche s’oriente maintenant
sur des essais de production du rFVIII sur des cellules humaines. L’élimination du biais de
’espéce d’origine pourrait réduire le risque sous-jacent de réaction immunitaire contre

des épitopes non-humains (voir 4.6.3 Facteurs VIl recombinants).
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3.3.1.2.3 Sulfatation des tyrosines

La sulfatation consiste en I’ajout sur des résidus tyrosine (Tyr, Y) de groupement sulfate
par I'action de la tyrosylprotein sulfotransferase qui utilise pour cela des Phospho-
Adenosine Poly-Sulfates (PAPS). Ce type de modification PTM est tres fréquent et
concerne un grand nombre de protéines assignées a suivre la voie sécrétoire au niveau du
Golgi, notamment des protéines impliquées dans des interactions avec la thrombine. Elles
sont les garantes d’une activité biologique, de I’affinité des protéines pour leurs substrats

et de leur bonne sécrétion.

On dénombre sur ’ensemble de la protéine du FVIII six sites de sulfatation, tous aux
abords des subdomaines acides (a) et proches des sites de clivage du FVIII par la

thrombine (135).
Toutes ces sulfatations sont nécessaires a la pleine activité du FVIII.

Les sites Y72 et Y1664 sont impliqués dans le clivage du FVIII par Flla et assurent ainsi son

activation.

Les sites Y718, Y719 et Y723 permettent 'activité du FVllla au sein du complexe ténase
intrinseque.

Enfin, la sulfatation de Y1680 pérennise la bonne affinité du FVIII avec le VWF et ainsi la

formation du complexe circulant le protégeant d’une dégradation trop précoce (136).

Ces sulfatations comme les PTMs précédemment décrites, varient entre les especes. En
effet, si I'intégralité de ces sites est systématiquement sulfatée chez ’homme, le FVIII

produit sur des modéles cellulaires non-humains et ne I’est qu’a 90 % (134).

3.3.1.2.4 Finalisation de la protéine

Les derniéres étapes de la biosynthése du FVIII consistent en I’'ajout de l'ion Cu

coordinateur de I'unité de ’hétérodimeére mature et inactif, issu de la protéolyse limitée.

En effet, deux sites du domaines B, au niveau des résidus arginine R1313 et R1648, des
séquences conservées sont reconnues par I’enzyme furine/PACE entrainant un dernier
clivage protéolytique et donc I'obtention d’une protéine atteignant une masse

moléculaire de 280 kDa.
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Le FVIII se compose alors d’une chaine lourde contenant les domaines A1-a1-A2-a2 et le
domaine B résiduel de taille variable (90 a 200 kDa) et d’une chaine lIégere composée des

domaines a3-A3-C1-C2 de 80 kDa (120).

Paradoxalement, cette premiére protéolyse, dans la vie de la protéine, la fragilise. Des
mutations au niveau des sites de clivage de la furine/PACE I'attestent en augmentant la
stabilité de la protéine en circulation. C’est pourquoi, s’il n’est pas pris en charge
immédiatement par son transporteur plasmatique le VWF, le FVIII est tres rapidement

détruit dans la circulation (137).

Complexé au VWF, sa demi-vie est comprise en 10 et 16 h.

3.3.2 Dans la circulation sanguine
3.3.2.1 Interaction avec le facteur Von Willebrand

Immédiatement aprés son excrétion dans la circulation sanguine, le FVIII se lie au VWF
pour former un complexe non-covalent de forte affinité. La concentration plasmatique
moyenne normale du FVIII est de 100-250 ng/mL (soit environ 1 nM). Celle du VWF est de
10 pug/mL (soit environ 50 nM) circulant ainsi en excés de 30 a 50 fois la concentration
molaire du FVIII. Ainsi, dans la circulation normale, la majorité des multimeres du VWF

n’est pas liée au FVIII tandis que la quasi-totalité du FVIII circule liée au VWF.

Cette liaison au domaine D’D3 du VWF est suffisante et nécessaire (138, 139) a la présence
du FVIIl dans le plasma ; en effet, une mutation de la région D’-D3 du VWF ou une absence
de VWF est a l'origine d’un profil hémorragique secondaire a 'absence de FVIII en

quantité suffisante (140).

Le complexe VWF-FVIII est nécessaire a la stabilité du FVIII; la demi-vie plasmatique du
FVIII atteint alors la demi-vie du complexe (141). Il permet également la régulation de son
activation par la thrombine, de son clivage par le FXa et par la protéine C activée (APC) et
ainsi permet la conservation du FVIII. I prévient également toute fixation intempestive et

non-spécifique du FVIII sur les cellules endothéliales ou les membranes plaquettaires.
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Trois domaines sont impliqués dans la liaison du FVIII au VWF :

- Le subdomaine acide a3 : il contient un résidu tyrosine (Y1680) dont la sulfatation
est nécessaire a la liaison du FVIII au VWF (142) ;

- Le domaine C1: dont 4 mutations ont été décrites comme diminuant I’affinité du
FVIII pour le VWF. Toutes sont localisées dans une région allant du résidu 2098 au
résidu 2150 (143) ;

- Le domaine C2: 4 résidus hydrophobes (Met*'?°/Phe***° et Leu™'/Leu*™?) ont été
décrits comme impliqués, par paire, dans I’affinité du FVIII avec le VWF et avec les
phospholipides de membrane (144). Remplacer ces 4 résidus par des alanines
réduit I’affinité avec les phospholipides membranaires de 95 % et diminue I’affinité

du FVIII pour le VWF d’un facteur 20.

Le clivage protéique par la thrombine au niveau du résidu Arg1689 aboutit a I’élimination
du subdomaine acide a3. Cette étape protéolytique de la vie de la protéine permet, a elle
seule, la dissociation du FVIII de son complexe avec le VWF. L’affinité du FVIII pour le VWF
chute en effet d’un facteur 1400; des modifications conformationnelles réduisent
I’affinité des domaines C1 et C2 avec le VWF et augmentent leur affinité pour les
phospholipides membranaires (145, 146). Seul le domaine a3 semble donc directement
impliqué dans Iinteraction avec le VWF, les domaines C1 et C2 n’ayant qu’une
participation a3 dépendante(147).

Les modifications protéolytiques conduisant a la transformation du FVIIl en
hétérotrimére de haute affinité pour les phospholipides des membranes plaquettaires et
endothéliales activées sont donc la premiere étape de la formation du complexe de

génération de FXa (148).

3.3.2.2 Activation et formation du complexe ténase intrinséque

L’activation du FVIII est secondaire a la protéolyse limitée, réalisée par la thrombine et le
FXa. En clivant le FVIII au niveau de I’arginine 1689, la thrombine permet I’élimination du
domaine a3 et le détachement du FVIII du complexe avec le VWF. Les clivages au niveau

des résidus 372 et 740 permettent respectivement la coupure de la chaine lourde en deux
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domaines distincts, A1 et A2, et I’élimination du domaine B résiduel. La libération de
chaine A2 est responsable de I’activation du FVIII. La présence de I'ion cuivre monovalent
permet alors son maintien au sein du complexe hétérotrimérique dont I'intégrité est

essentielle a "activité du FVlIlla (120, 149) (voir Figure 9).

L’activation par le FXa est secondaire et nettement moins efficace voire négligeable (146).
En plus des trois sites de clivage, communs a la thrombine et permettant donc I’activation
du FVIII, le FXa clive le FVIII au niveau des résidus R1721, R336 partagés avec la protéine C
activée, et K36 (120, 149, 150) et qui sont des sites d’inactivation.

Le FVIII activé par le FXa forme avec le FIXa un complexe ténase d’activité tres modérée

et dont le FVIlla est donc tres rapidement inactivé.

A 1 2332

B 90 to 200 KDa c 50 KDa 43 KDa
' R372 R740 ’ R36 R336 R562

Al at A2 = B Al at A2 a2

- i Q - Q
s A3 ENCINE o« -

80 KDa 73 KDa
FXa Flla  APC

Figure 9. Structure protéique du FVIIl au moment de (A) sa synthése, (B) [ x X

sa sécrétion et (C) son activation. Les | correspondent aux sites de X X
protéolyse permettant I'activation de la protéine et les | représentent les X X

sites protéolytiques aboutissant a Iinactivation du FVIIl. Au moment de sa X X
synthése le FVIII est monomérique. Avant d’étre sécrété, il adoptera une X X
structure hétérodimérique (B) par protéolyse limitée aboutissant a v v
I’élimination d’une partie ou de la totalité du domaine B. Son activation par X

la thrombine ou le FXa lui confére sa structure hétérotrimérique active (C).
Tableau 1. Description des enzymes intervenant dans I’activation (Jll) et Vinactivation (lll) du FVIIL La

thrombine est capable de réaliser une protéolyse sur I'intégralité des sites activateurs. Le clivage par le
FXa conduit a la production d’un dimere fragilisé puisque pré-inactivé.
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En présence de phospholipides anioniques des membranes cellulaires activées, le FVIlla
forme donc avec le FIXa le complexe ténase intrinseque. Différents domaines

interviennent dans la liaison entre les facteurs Vllla et 1Xa :

- Dans le domaine A2 du FVilla: les régions Arg***—Phe>*® (151), Tyr*>-Arg®”" ou

698 712

hélice 558 (152, 153) et Arg>”?"~Asp’"” (154) sont impliquées dans la liaison du FVllla
a la chaine lourde du FIXa. L’hélice 558 du FVllla se lie a la surface formée par les
hélices 300 et 228 du domaine Sérine Protéase (SPase) du FIXa (153);

- Interaction du domaine acide A3 et du domaine C1 avec les domaines EGF1 et GLA
duFIXa;

- La chaine Iégére A3-C1-C2 doit étre alignée dans le méme plan que le domaine GLA

du FIXa par rapport a la surface membranaire (153).

Lorsque le complexe adopte la conformation adéquat, I'activité SPase du FIXa sur son

substrat, le FX, se voit multipliée par 10* 3 10° par rapport a I’activité sans le FVilla (146).

3.3.2.3 Inactivation

Afin d’éviter la production illimitée de FXa, le FVIlla est rapidement éliminé de la

circulation.

Premiérement, si le FVIIl est une molécule fragile, I’hétérotrimére activé I’est davantage
du fait des liaisons non-covalentes qui maintiennent I'intégrité des trois composants de la
molécule : le domaine A1, le domaine actif A2 et la chaine Iégere. En quelques minutes
seulement, la molécule est dégradée par dissociation spontanée (155, 156).

La molécule est pourtant stabilisée par son intégration dans le complexe ténase
intrinséque en présence de phospholipides et par le FX et est protégée par le VWF
lorsqu’elle n’est pas encore activée. Différentes protéases sont alors capables de

dégrader la molécule et de fait, de I'inactiver.

_58_

JACQUELINE
(CC BY-NC-ND 2.0)



3.3.2.3.1 Parle FX

En plus d’étre capable de I'activer par des clivages dont les sites sont partagés avec la

thrombine, le FXa peut inactiver trés rapidement le FVilila.

L’ambivalence des réles du FXa vis a vis du FVllla est donc tout a fait singuliére. Au sein du
complexe ténase intrinséque, il participe a sa stabilisation (157) voire son activation tandis

qu’il est capable de cliver la molécule en plusieurs sites aboutissant a son inactivation :

- Leclivage en position R 1721 fragilise I’association des trois diméres de la molécule,
induisant une inactivation spontanée accrue (158);

- Les clivages en R36 et en R336 sont également responsables d’une diminution de
la cohésion entre les domaines A1 et A2 et donc d’une augmentation de la vitesse
de dissociation du complexe (159-161) sans permettre la pleine inactivation du
FVilla;

- Enfin, le clivage en position R562 est le seul a avoir pour effet ’abolition totale de

Pactivité du FVIlla au sein de la ténase intrinséque (150).

3.3.2.3.2 Parle complexe de la protéine C activée

Longtemps décrite comme étant la seule protéine de la cascade de la coagulation a cliver
le FVIlla au niveau de son arginine R562 et donc a pouvoir I'inactiver totalement, la PCa

conserve un réle majeur dans 'inactivation du FVllla.

Elle partage avec le FXa tous ses sites de clivage mais a pour le FVilla une affinité
supérieure et une spécificité de role qui lui permettent de I’éteindre avec plus

d’efficience.

La PCa est capable de cliver le FVIII en deux sites : R336 et R562, localisés respectivement

dans les domaines A1 et A2 du FVIII.

Le premier, R336, permet la fragilisation de I’hétérotrimére, augmentant ainsi la
fréquence de dissociation spontanée. Un clivage en R562 permet quant a lui la

destruction du site actif du FVIII et donc la neutralisation de son activité procoagulante.

Seule, la APC a une affinité six fois supérieure pour le site R336 par rapport au R562.
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Deux cofacteurs ont été décrits : le FV (162, 163) et la protéine S activée (PS) (164).

Tous deux sont capables d’augmenter I'activité anticoagulante de la PCa sur ses deux
sites de clivage. Cependant, "'augmentation de I’affinité de la PCa est supérieure pour le

site R562, inactivateur strict, que pour le R336, fragilisateur.

Ainsi, P'activité protéolytique de la PCa seule est supérieure au niveau du site R336 du
FVIIl, ne permettant pas I'abolition totale de I’activité cofacteur du FVIII au sein de la
ténase. En revanche, en présence des cofacteurs PS et FVa, la vitesse catalytique du
clivage en R562 est tres augmentée, jusqu’a n’étre plus que deux fois inférieure a la

vitesse de clivage en R336 (165).

3.3.2.4 Elimination, clairance

Le FVIII a été décrit comme étant capable de se lier au LRP1 (LDL receptor-related
protein) (166, 167), également appelé a2-macroglobuline récepteur, afin d’étre endocyté
puis dirigé vers les voies cataboliques intracellulaires. L’étude de modeéles murin KO (168)
et celles de nombreux polymorphismes humains (169-172) ont toutes confirmé le réle du

LRP1 dans la clairance du FVIII circulant.

Pourtant, malgré la haute affinité du FVIII pour le LRP1, la diminution partielle de sa
clairance laisse suggérer qu’il existe d’autres voies d’élimination physiologique du FVIII
(166).

D’autre part, le blocage du récepteur a l'aide d’inhibiteur tel que RAP, permet une
diminution supérieure de la clairance du FVIII (167, 168). Cet antagoniste des LRP1 est
également un inhibiteur des récepteurs au LDL (LDLR) et c’est grace a cette observation
que Bovenschen et collaborateurs ont mis en évidence la coopération des LDLR avec
LRP1 dans I’élimination du FVIII (173). La méme étude montrait la capacité des héparanes
sulfate recouvrant les cellules endothéliales, a favoriser la rencontre du FVIII avec ces

récepteurs en le séquestrant sur la surface cellulaire.
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Le FVIII posséde plusieurs sites de liaison aux LRP1: 3 sites de faible affinité dans la chaine
l[égére et 1 site de forte affinité dans le domaine A2 (Arg484-Phe509). Ces domaines

recouvrent les domaines d’interaction avec le FIX au sein de la ténase (174).

La capacité de fixation du domaine A2 a été sujet a débats quant a la capacité de la chaine
lourde a lier le LRP1 avant P’activation du FVIII. En réalité, la liaison a la chaine lourde
intacte est relativement faible et est compensée par la liaison de la chaine légére,

indépendante de la protéolyse du FVIII (175).

La liaison du FVIII au LRP1 est donc régulée par le VWF (166), complexé a la chaine légere
du FVIII et entravant sa capture par les LRP1. Ce n’est qu’apres activation par la thrombine
que le FVIlla hétérotrimétique sera libéré de son complexe. Sa chaine légére permettra

alors sa liaison au LRP1 au méme titre que son domaine A2, alors disponible.

4 Hémophilie A

Les hémophilies A et B sont des maladies hémorragiques et génétiques causées par des
mutations dans les génes des facteurs IX et VIII, tous deux impliqués dans la formation de

la ténase intrinseque.

Par leur implication dans les processus d’amplification de la coagulation, ’absence de I'un
ou l'autre de ces facteurs ne permet plus la production des quantités de thrombine

nécessaires a la formation du caillot de fibrine et ainsi a I’arrét du saignement.

Ces mutations sont sporadiques dans 30 % des cas. Elles sont décrites pour la premiere
fois chez un enfant au sein de famille sans cas d’hémophilie connu. Ces cas comprennent
majoritairement les familles de conductrices sur plusieurs générations ou les mutations
spontanée, dite de novo, apparue dans les gameétes de I’'un des parents ou, plus rarement,

a un stade précoce du développement embryonnaire.

Beaucoup de ces mutations ont été décrites comme les inversions des introns 1 et 22,
certaines délétions, insertions et mutations ponctuelles des séquences exoniques.
Pourtant, I'origine génétique de 2 a 5 % des cas d’hémophilie A n’a pas été élucidée a ce

jour.
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L’hémophilie A est six fois plus fréquente que I’hémophilie B et plus de la moitié des
patients atteints d’hémophilie A ont un phénotype hémorragique sévére. Elle est

également la plus fréquente des maladies hémorragiques sévéres.

La prévalence est de 1 sur 5000 naissances males a travers le monde. L’incidence est
pourtant en baisse depuis 2012 dans les pays ou le recours au diagnostic anténatal
accompagné du conseil génétique est systématiquement proposé et l'aide a la
procréation efficace. Si le recensement du nombre d’hémophiles sur I'année 2015
manquent probablement d’exhaustivité, la diminution du nombre de naissances est

significative (voir Figure 10).

60 400000
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‘O Hémophilie A séveére Hémophilie A modérée
‘O Hémophilie A mineure B Naissance males en France

Figure 10. Histogramme démographique du nombre de naissances males et du nombre d’hémophiles A
recensés au cours de la période 2006-2015. Les valeurs démographiques nationales sont issues de la
combinaison des recensements de 'INSEE (nombre de naissances) (https://www.insee.fr) et de 'INED (sex-
ratio) (www.ined.fr). Les valeurs du nombre d’hémophiles séveres, modérés et mineurs sont issus de
(www.francecoag.org/). Depuis 2012, I'inflexion de 'incidence de ’hémophile A est nette.

4.1 Génétique de I’hémophilie A
Les geénes F8 et F9 étant portés par le chromosome X, les hémophilies A et B sont deux

maladies transmises selon un mode récessif lié a X. Suivant les régles de I’hérédité par

reproduction sexuée, les individus féminins héritent de deux chromosomes X, le premier
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étant transmis par la meére, le second par le pére. En revanche, les individus masculins
héritent d’un unique chromosome X par leur mere, héritant du pére leur chromosome Y

(voir Figure 11).

Ce schéma général explique pourquoi un garcon qui hérite de sa mére d’un chromosome
portant une mutation sur le géne F8 sera atteint d’hémophilie. Il explique également
pourquoi les péres ne transmettent pas I’hémophilie a leurs fils mais passeront le géne

muté a toutes leurs filles, alors considérées vectrices de la maladie.

X-linked Recessive, Carrier Mother X-linked Recessive, Affected Father

Unaffected Carrier Affected
Father

Unaffected

Unaffected Unaffected Carrier  Affected Unaffected Carrier Carrier Unaffected
Son Daugh Daugt Son Son  Daughter Daughter ~ Son

Figure 11. Schéma de la transmission d’'une malade héréditaire liée a X selon le parent affecté. La mere
transmet le géne muté a la moitié de sa descendance ; si 50 % de géne fonctionnel suffisent, ses filles seront
vectrices et ses fils atteints. Le pére transmet le géne muté a I'intégralité de ses filles, toutes vectrices, mais
a aucun de ses fils.

En raison de leurs deux chromosomes X, les filles ne sont que trés rarement atteintes
d’hémophilie, méme si elles héritent d’un géne non fonctionnel. Pourtant, les
mécanismes de cette inactivation sélective restent aujourd’hui inconnus. Ces filles qui
héritent d’un chromosome X portant un géne muté sont appelées vectrices. Elles
transmettront le géne muté a la moitié de leur descendance indépendamment du sexe;
la moitié de leurs fils seront donc hémophiles tandis que la moitié de leurs filles hériteront

du statut de vectrice.
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4.2 Physiopathologie

Dans I’hémophilie, le défaut de coagulation est a [lorigine de saignements
disproportionnés ou spontanés. L’hémostase primaire ou agrégation plaquettaire permet
la formation du clou plaquettaire précoce et linitiation de la coagulation par I’action du
complexe ténase extrinseque. Cependant ni ’amplification, ni le relai de la génération du
FXa par la ténase intrinseque, ne pourra donc étre effectuée. Or I’action transitoire et
insuffisante du complexe FVIla-TF rend capitale la mise en fonction du complexe FVllla-
FIXa (voir chapitre : « 2.3 Phase d’amplification », voir Figure 12). Les quantités générées
de FXa lors des phases d’amplification et de propagation et, a fortiori, les quantités de

thrombine formées sont alors insuffisantes a la production et a la stabilisation de fibrine.
L’hémophilie se caractérise donc par la formation d’un clou plaquettaire normal, mais
d’un défaut de production de thrombine interdisant la formation d’un caillot de fibrine

adapté.

Figure 12. Phase d’amplification de la coagulation dans le cadre de ’hémophilie A. Les premiéres molécules
actives de thrombine ne permettent plus I’activation du FVIII. L’inhibition rapide de la ténase extrinséque
provoque un arrét de I’activation du FX. La génération de thrombine est insuffisante et ne permet pas la
formation d’un caillot de fibrine suffisamment stable pour enrayer ’lhémorragie.
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4.3 Clinique

La HA est caractérisée par des saignements qui peuvent étre disproportionnés,
spontanés ou provoqués, et non résolutifs en I’absence de prise en charge efficace. Les
hémorragies spontanées de la forme sévere, apparaissant dés ’enfance, sont a I’origine
de déformations articulaires irréversibles et caractéristiques de I’hémophilie sévere: les

hémarthroses.

La sévérité et la fréquence de ces saignements sont étroitement corrélées a la
concentration résiduelle en facteur VIII. On observe donc un phénotype sévere quand le
taux résiduel est inférieur a 1 %, modéré quand la concentration plasmatique en FVIII est
comprise entre 1 et 5 %, et mineur pour des taux allant de 6 a 40 % de la valeur normale. Il

existe pourtant des exceptions a cette classification.

Le phénotype sévere est caractérisé par des saignements provoqués disproportionnés
mais également par des hémorragies spontanées et fréquentes, notamment au niveau
des muscles (hématomes) et des articulations (hémarthroses). Ces saignements répétés
conduisent a une dégradation irréversible des articulations, une mortalité augmentée due

aux hémorragies internes. On estime que:

- 70 a 80 % des hémorragies ont lieu au niveau intra-articulaire (hémarthroses) ;
- 10 a 20 % sont d’origine musculaire (hématomes) ;
- 5310 % sont de localisation intra-cavitaire (hématuries, hémorragies digestives,

hémorragies intracraniennes).

Les patients atteints d’hémophilie modérée présentent des hématomes et hémarthroses
seulement aprés un traumatisme. Les femmes hémophiles modérées peuvent étre
alertées par des ménorragies, des menstruations importantes ou des hémorragies a
I’accouchement.

Les hémophiles mineurs n’ont généralement pas de saignement spontané. Ce n’est donc
gu’en cas de chirurgie ou traumatisme accidentel qu’ils seront sujets a des saignements
accrus. Dans la majorité des cas, ils ne sont pas diagnostiqués avant I’age adulte, au

moment d’un acte chirurgical ou d’'une extraction dentaire.
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L’hémarthrose est le signe pathognomonique de ’lhémophilie sévere ou modérée. Elle est
spontanée dans les cas les plus séveres et secondaire a un traumatisme mineur pour les
phénotypes modérés. Leur apparition s’accompagne d’une sensation de géne,
accompagnée d’un fourmillement et d’une limitation de I'amplitude articulaire. En
I’absence de traitement, la sensation devient douloureuse et cette douleur est exacerbée
par le mouvement, I'articulation gonfle et devient inflammatoire. Enfin, elle aboutit a une

impotence fonctionnelle et le patient adopte une attitude antalgique.

Les hémarthroses sont préférentiellement localisées au niveau des articulations les plus
mobilisées, notamment celles supportant le poids du corps (genoux, chevilles) et restent

moins fréquentes dans d’autres localisations (épaule, coudes).

L’apparition d’une hémarthrose est a I'origine d’une [ésion des tissus cartilagineux et
osseux sous-chondraux fragilisant I'articulation et favorisant donc la récidive ; on parle
alors d’articulation cible. L’articulation irréversiblement détériorée et déformée devient
raide et n’est alors plus mobilisables favorisant I’atrophie musculaire. Ce stade, appelé
arthropathie hémophilique, est une indication pour une intervention de chirurgie

orthopédique et/ou prothétique.

Les hématomes affectent les tissus sous-cutanés et musculaires. Ills sont expansifs et
peuvent par ce fait engager le pronostic vital via deux mécanismes: la compression

d’organes ou de voies veineuses ou nerveuses et I'anémie sévere.

4.4 Dépistage biologique de I’lhémophilie A
4.4.1 Contexte

Le contexte est le premier critére de dépistage de la pathologie. En effet, les régles de
’hérédité liée au chromosome X limitent I'affection symptomatique aux individus
masculins, ayant le plus souvent des antécédents familiaux de troubles hémorragiques.

Un interrogatoire détaillé des antécédents personnels et familiaux et des conditions de

survenue de ces accidents est nécessaire a la détection de la pathologie hémophilique.
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4.4.2 Dépistage
La Haute Autorité de Santé (HAS) recommande (rapport 2007, MAJ 2010) un bilan adapté

al’age, aux circonstances du diagnostic, au déficit suspecté et aux signes cliniques.
Globalement, ce dépistage contient les mesures :

- Du taux de prothrombine (TP) ou temps de Quick: il permet I’exploration de la
phase d’initiation de la coagulation, correspondant a la voie extrinseque (FVII) et a
la voie commune (FX, FV et FIl) de la coagulation;;

- Du temps de céphaline avec activateur (TCA): il évalue les composants de la voie
intrinseque et de la voie commune (FXII, FXI, FIX, FVIIl, FX, FV et FIl). Puisqu’il
concerne la majorité des anomalies de la voie intrinseque, ’activité coagulante du
FVIII doit étre mesurée dés lors que le TCA est allongé. D’autre part, un TCA
normal ne permet pas d’éliminer I’éventualité d’'une hémophilie A ou B mineure.
Ainsi, en cas d’antécédents familiaux ou de suspicion de conduction, le dosage du
FVIII est conseillé méme si le TCA s’aveére normal ;

- Un hémogramme avec numération plaquettaire notamment.

L’hémophilie A, comme I’hémophilie B et le déficit en FXI, se caractérise par un
allongement isolé du TCA avec un TP et un temps de saignement normaux. L’exploration
des taux antigéniques et de la fonction du VWF permettent d’éliminer les déficits en FVIII

secondaires a un déficit en VWF.

Ces examens globaux de ’hémostase doivent étre accompagnés d’une recherche du

groupe sanguin ABO.

L’association d’un TP normal avec un TCA allongé peut étre la conséquence d’étiologies
variées qu’ils convient d’éliminer avant de procéder aux dosages des facteurs de la
coagulation de la voie intrinseque: les FVIII, FIX, FXI et FXIl. Ainsi les examens
complémentaires permettent d’éliminer la présence potentielle d’un inhibiteur circulant
non-spécifique des facteurs de la coagulation (anticorps lupique) et un déficit en

prékallicréine ou de kininogéne de haut poids moléculaire.
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Le bilan doit donc étre complété par des examens spécifiques qui permettent un

diagnostic précis de la pathologie (voir Figure 13) :

- Recherche d’un inhibiteur spécifique d’un facteur (en occurrence, un anticorps
dirigé contre le FVIII);

- Absence d’héparine : mesure de I'activité anti-FXa

- Dosage des facteurs : FVIII:C, FIX;

- Enquéte génétique et génotypage.

Traitement

responsable
e Yo
Prélevement L
Héparine
S Rechercher
Aucune inhibiteur
pathologie (Ac lupiques)
hémorragique Anormale Corrigé
Allongé
Normal
: - - N TCA < - -
™ ? ‘ TCA Mesure C?e I'activité + TCA Actin FS® Dosage FVIII, FIX
anti-FXa Lo + FXI + FXII
s . Dilué : 50% plasma N B
\_ﬂ S SN~—_—>
Normal Allongé Normale Corrigé Allongé

Figure 13. Recommandation dépistage et diagnostic de I’hémophilie A selon le rapport de la World

Federation of Hemophilia (WFH).

4.4.3 Test de mélange

Afin d’éliminer la présence d’un anticoagulant circulant un test de mélange peut étre

réalisé. Il permet d’évaluer la capacité d’un plasma normal, a rétablir la capacité de

coagulation du plasma testé (TCA corrigé apres mélange, indiquant un déficit en facteur)

ou non (TCA non corrigé, indiquant la présence d’un anticoagulant circulant). Les

anticorps anti-FVIII ne sont généralement pas détecté par cette technique, car leur action

sur un plasma témoin nécessite une incubation de 2h (non réalisé dans le test classique de

mélange).
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4.4.4 Dosage de 'activité procoagulante du FVIII

La sévérité clinique étant trés dépendante de la concentration résiduelle en FVIII, le

dosage de I’activité pro-coagulante est capitale.

4.4.4.1  Méthode coagulométrique ou méthode en 1 temps

La méthode en 1 temps est de loin la méthode la plus utilisée dans les laboratoires de
biologie médicale dans le monde. Elle repose sur le principe du TCA (voir Figure 14) et sur
la capacité du plasma test a corriger le TCA d’un plasma déficient en facteur a doser (ici, le

FVII).

Mélange volume a volume de
plasma déficient en FVIll

Calcium
Plasma + Céphaline l
test VAR N / \
P L 2 s7c  wp

| E 5min e
Plasma 1/10 1/20 1/40 1/10 1/20 1/40 1/10 1/20 1/40
standard Temps de
coagulation

Figure 14. Protocole opératoire de la méthode coagulométrique de mesure de I’activité pro-coagulante du
FVIIL. Le plasma de référence et le plasma a doser sont dilués au 1/10¢ puis par plusieurs dilutions au 1/2
jusqu’a la dilution minimale de 1/40. Les plasmas sont mélangés volume a volume a un plasma déficient en
FVIII et apres ajout de I'activateur, les mélanges sont incubés 5 min a 37°C. Aprés recalcification, le temps de
coagulation est mesuré.

Un plasma de référence, étalonné contre un étalon international, permet d’établir une
droite de calibration par la capacité de différentes dilutions a corriger le déficit en facteur
FVIII du plasma déficient, donc le TCA. Les temps sont reportés en semi-logarithme ou le

temps est fonction de log[FVIII :C] et la droite est tracée.

Une deuxiéme courbe est tracée aprés la mesure des temps de coagulation en utilisant le
plasma test. Les deux droites de références doivent étre paralleles. Dans le cas contraire :
- Une erreur technique peut étre survenue;

- Silerreur est exclue, un inhibiteur circulant, spécifiquement anti-FVIIl ou lupiques,

doit étre recherché;
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- Sila concentration du facteur (FVIII) est < 1%, alors les temps obtenus avec toutes
les dilutions donneront des valeurs proches de celle du tampon (témoin négatif)

et la droite ne sera donc pas paralléle a la droite du plasma de référence.

Si les droites sont effectivement paralléles, le temps de coagulation du plasma test peut

étre lu, sur la courbe de référence, pour cette dilution.

4.4.4.2 Méthode chromogénique

La méthode chromogénique est une méthode en deux temps. Un premier mélange
réactionnel permet de générer du FXa de maniére FVIll-dépendante. Ensuite, la mesure
de la quantité de FXa ainsi générée permet la détermination de la quantité de FVIII dans le

plasma test (voir Figure 15)

FX, FIXa,Flla
Phospholipides
Plasma Caz+
test / l \
4 4 >
E E 5min
Plasma 1/10 1/20 1/40 1/10 1/20 1/40
standard
Substrat
chromogene
= -
37°C * 405nm — =&
@ E E 5min = FEA"V» Absorbance
1/10 1/20 1/40 1/10 1/20 1/40

Figure 15. Protocole de mesure d’activité pro-coagulante du FVIIl par la méthode chromogénique. La
premiére étape consiste en la dilution du plasma de référence et du plasma a doser au 1/10, puis par dilution
au 1/2 successive jusqu’a la dilution minimale a 1/40. Aprés ajout de FX, FIXa et Flla en excés ainsi que de
phospholipides et calcium, les dilutions sont incubées pendant 5 min a 37°C. La deuxieme étape mesure la
quantité de FXa générée au cours de la premiére par I'ajout d’un substrat chromogénique et 5 min
d’incubation a 37°. La mesure d’absorbance a 405 nm permet de déterminer la quantité de FXa de maniere
FVIII-dépendante et d’en déduire I'activité pro-coagulante du FVIII dans I’échantillon a doser.

La génération de FXa est initiée par I'ajout d’'un mélange de FIXa, FX en exces et de

thrombine. Pendant I'incubation a 37°C (5 min), la thrombine active le FVIII en FVllla, en
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présence de calcium et de phospholipides. La génération du FXa par le complexe ténase

sera donc dépendante de I’activité du FVIII dans I’échantillon de plasma.

Cette quantité de FXa est mesurée dans un second temps, par 'ajout d’un substrat
chromogénique de haute affinité pour le FXa et dont le produit (p-nitroanilline) est
responsable d’une coloration jaune du mélange. Apreés cette deuxiéme incubation,
I’absorbance du plasma est mesurée, a la longueur d’onde de 405nm, puis comparée a la
gamme d’étalonnage en double logarithme établie avec un plasma de référence dont la

concentration en FVIII est connue.

La méthode chromogénique, plus couteuse, présente néanmoins de nombreux

avantages qui ne peuvent étre négligés :

- Elles sont insensibles a la présence d’héparine ou d’anticorps inhibiteurs,
spécifiques du FVIII ou non-spécifiques ;

- Elles permettent de s’affranchir de la présence éventuelle dans le plasma du
patient de facteurs activés;

- Certaines mutations du FVIII (176) ne peuvent étre mises en évidence avec les
tests en un temps, les déficits en FVIII:C ne pouvant étre détectées qu’avec des
tests a deux temps;

- A contrario, d’autres mutations (177) a I'origine d’une diminution de I’activité pro-
coagulante du FVIII ne peuvent étre détectées avec les tests chromogénique ;

- Le phénotype clinique semble d’avantage corrélé a la valeur d’activité obtenue
avec du test chromogénique (178).

Pour ces raisons, il est recommandé aux laboratoires spécialisés en hémostase de
disposer des deux tests afin d’explorer, de maniére fiable, les déficits en FVIII et les
risques hémorragiques chez des patients présentant des mutations a l'origine de

discordance entre les tests biologiques de mesure d’activité.
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4.4.5 Dosage antigénique du FVIII

Dans la trés grande majorité des cas, le dosage de la protéine est effectué sur la base
d’une technique ELISA. Chez certains patients hémophiles séveres (FVIII :C < 1Ul/dL ou
1%), on retrouve la protéine, en quantité variable. Dans ces cas, le déficit est qualitatif; la
protéine est synthétisée mais n’est pas fonctionnelle et est donc dénuée d’activité

procoagulante.

Ce dosage présente pourtant un intérét puisque la détection de la protéine, méme a I’état
de trace, semble d’un pronostic favorable au regard de I’apparition d’anticorps inhibiteurs

anti-FVIIl secondairement a I'initiation du traitement substitutif (179).

4.4.6 Diagnostic génétique

Le diagnostic génétique repose premierement sur I’étude familiale de la pathologie.
Comme expliqué précédemment, ’hémophilie A, au méme titre que I’hémophilie B, est
une maladie a transmission héréditaire récessive et liée au chromosome X. Les hommes
sont donc théoriquement les seuls porteurs de la mutation délétére a exprimer la
maladie. Les femmes quant a elles, sont dites vectrices ou conductrices. Parmi elles, les
conductrices obligatoires seront différenciées des conductrices potentielles. Les
premieres sont filles d’'un homme hémophile ou meéres d’au moins deux enfants
hémophiles, tandis que les vectrices potentielles sont filles d’une meére vectrice

obligatoire et/ou sceur d’'un hémophile ou mere d’un enfant hémophile.

Si les femmes sont habituellement exemptes de signes cliniques voire biologiques en
conséquence de leur allele muté, certaines auront pourtant des taux bas de FVIII dans les

casde:

- Lyonisation déséquilibrée: I’extinction du chromosome X concerne alors
préférentiellement le chromosome ne portant pas la mutation sur le geéne F§;

- Syndrome de Turner (45, X0) : ces femmes ne disposent que d’un seul exemplaire
du chromosome X. L’allele exprimé est systématiquement celui porté par cet
unique exemplaire ;

- Filles de mére conductrice et de pére hémophile (cas anecdotiques).
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L’hémophilie A étant caractéristique d’un déficit fonctionnel et/ou qualitatif en FVIII, deux
types de mutations seront retrouvées en conséquence. Ainsi les déficits qualitatifs sont
dus a la production d’une protéine non ou peu fonctionnelle et affectée d’un défaut de
stabilité, d’un défaut de liaison au complexe ténase, d’un retard de I'activation par la
thrombine ou par une instabilité intrinseque et sont donc trés souvent liés a des
mutations faux-sens. Au contraire, les déficits quantitatifs ou déficit en quantité de la
protéine, sont secondaires a des défauts de synthese, de sécrétion ou la sécrétion d’une

protéine tronquée.

Dans I’lhémophilie A, un seul réarrangement chromosomique est a I'origine de 45% des
phénotypes séveres (180) et retrouvé chez preés de 23 % des hémophiles (181). Cette
anomalie est le résultat d’un réarrangement chromosomique entre une séquence de 9503
nucléotides située dans 'intron 22 du géne F8 (int22h1) et I'une des deux copies de cette
méme séquence (int22h-2 et int22h-3) qui sont localisées a extrémité télomérique du
méme chromosome. Les séquences int22h-2 et int22h-3 étant respectivement a 300 et
400 kb de distance de la fin du chromatide, celui-ci peut, par repliement, apparier ces
séquences inverses a celle de I'intron 22. Ce mésappariement conduit a deux types de
réarrangements, type 1 et type 2, mettant en jeu 'une des deux séquences extra-
géniques (182). D’autres réarrangements, plus rares et mettant en jeu des séquences de
moindre analogie avec lintron 22, ont été mis en évidence (183) et confirment
’importance de l'intron 22 du géne du FVIIl dans la fragilisation du bras long du

chromosome X.

Sur le méme principe, des séquences homologues de 1041 nucléotides situées dans
Pintron 1 du gene F8 (int1h-1) et environ 150 kb plus loin en position plus télomérique
(int1th-2) sont la cause d’un réarrangement du chromosome retrouvé chez 5 % des
hémophiles séveres (184, 185).

En dehors de ces grands réarrangements, la grande majorité des mutations a I’origine
d’hémophilie A, tout phénotype confondu, sont des mutations dites ponctuelles et des
réarrangements de petite taille. D’aprés les données issues de la littérature et de la base

de données CHAMPs, remplacante de la base HAMSTeRS (https://www.cdc.gov), les

mutations faux-sens aboutissant a l'intégration d’un acide aminé anormal concerne 40 a
- 73 -

JACQUELINE
(CC BY-NC-ND 2.0)



50% des mutations, suivi des petites délétions (20%), des mutations non-sens (8 a 11 %) et

les erreurs d’épissage (6 a 7%) (186) (voir Tableau 2).

Mutations uniques Nombres (%) HA sévére (%) HA modérée (%) HA mineure (%) Phénotype variable (%) | Inhibiteurs (%) Sans inhibiteurs (%)

Total 2931 1665 57 % 353 12% 615 21% 161 5% 407 14 % 1586 54 %

Mutation « single base » Faux-sens 1439 49 % 480 33 % 242 17 % 541 38 % 125 9% 94 7% 886 62 %
Non-sens 331 1% 285 86 % 16 5% 2 1% 6 2% 70 21% 162 49 %
épissage 197 7% 120 61 % 22 1% 32 16 % 4 2% 22 1% 95 48 %

Insertions 95 3% 66 69 % 13 14 % 7 7% 0 0% 10 1% 51 54 %

Insertions/deletions

Délétions TOTAL 664 23 % 543 82 % 48 7% 13 2% 15 2% 172 26 % 297 45 %
Petites 526 18 % 424 81 % 41 8% 13 2% 1" 2% 92 17% 263 50 %
Larges (> 138 5% 119 86 % 7 5% 0 0% 4 3% 80 58 % 34 25%
50bp)

Duplications TOTAL 182 6% 151 83 % 1" 6% 2 1% 10 5% 34 19% 7 42 %
Petites 158 5% 133 84 % 9 6 % 1 1% 8 5% 32 20% 64 41%
|5.g;g!-))s(> 24 1% 18 75 % 2 8% 1 4% 2 8% 2 8% 13 54 %

P

Tableau 2. Compilation des mutations enregistrées dans la base de données CHAMPs (MAJ 2014). Le
pourcentage des types de mutations a été calculé par rapport au nombre total de mutations répertoriées
dans la base de données (nombre de mutations du type/nombre total de mutations). Les phénotypes
cliniques et la susceptibilité a I’apparition d’auto-anticorps (lorsqu’elle est décrite) ont été calculés au
regard du total des mutations de méme type (phénotype/nombre de mutations du type).

Dans le cadre du diagnostic moléculaire de ’hémophilie A chez un patient, la recherche
de la mutation familiale sera effectuée en premiére intention, le cas échéant. En "absence
de mutation connue ségrégant dans la famille du patient, le phénotype de la pathologie
conditionnera la stratégie. En cas d’hémophilie A sévére, la recherche des inversions de
I’intron 22 ou de l'intron 1 sera effectuée en premiere intention par Southern Blot apres
digestion par une enzyme de restriction (Bcll) pour 'inversion de I’intron 22 ou par PCR
longs fragments. En cas d’hémophilie modérée ou I1égére, ou en cas d’absence d’inversion
d’intron chez un hémophile sévere, les exons seront étudiés par technique de criblage, de
séquencage Sanger ou actuellement par séquencage haut début (NGS : Next Generation

Sequencer).

4.4.7 Diagnostic prénatal
Le diagnostic prénatal s’inscrit dans une prise en charge globale d’'une femme, supposée

ou effectivement vectrice, en age de procréer. C’est un acte médical, comportant dans le
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cas de I’hémophilie sévére, une exploration génétique de la mére puis du foetus, est

encadré par les lois de Bioéthique.

Il doit systématiquement étre accompagné d’un conseil génétique loyal, clair et adapté a
la situation. Les possibilités de recours et les risques inhérents aux actes nécessaires pour
parvenir au diagnostic doivent étre formulés avec la méme attention. La prise en charge

de sa grossesse et de son accouchement doit également étre expliquée.

Le diagnostic prénatal concerne les couples dont la femme est conductrice, potentielle

ou obligatoire d’hémophilie sévére.

Dans le cas de la conduction, le statut génétique de la femme doit étre confirmé. Le
statut de conductrice sera confirmé apres étude familiale (voir 4.4.6 Diagnostic

génétique) ol apres recherche de la mutation ségrégant dans la famille.

Si la meére est conductrice, le sexe de I’enfant devra étre déterminé. En effet, puisque
I’hémophilie se transmet selon un mode récessif lié au chromosome X, seuls les hommes
sont susceptibles d’exprimer un phénotype hémorragique. Cette étape nécessite une
étude de I’ADN libre circulant foetal dans le plasma maternel a partir duquel le sexe sera
déterminé.

S’il s’agit d’'un gargon, la recherche de I"lanomalie génétique doit étre effectuée. Dans le
cas d’une suspicion d’hémophilie A sévere, une demande d’interruption médicale de

grossesse peut étre formulée.

La détermination du statut de conductrice d’une vectrice potentielle doit étre faite de
préférence avant la grossesse, dans le cas de mutation familiale. En effet, le diagnostic
prénatal comporte de nombreuses étapes analytiques et pré-analytiques. Chacune de ces
étapes est susceptible d’allonger de plusieurs jours le temps nécessaire au diagnostic,
souvent source d’anxiété, et diminuant d’autant le temps disponible a la prise de décision

par le couple au regard des différentes possibilités (187).
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4.5 Modéles animaux hémophiles A

Les modeles animaux sont cruciaux dans I’étude des nouvelles thérapeutiques. Les
concentrés de FVIIl recombinant ne font pas exception. Toutes les nouvelles molécules
doivent étre testées in vivo, par le biais de ces modeles, et faire preuve d’efficacité pro-
coagulante, avant d’envisager un usage thérapeutique. Les doses et |'efficacité de ces
molécules doivent étre établies chez I’animal, atteint d’une pathologie identique, avant

de permettre I’établissement d’un protocole d’essai clinique.

Le premier modeéle animal est apparu en 1947, lorsqu’un éleveur a remarqué la
susceptibilité au saignement de chiens de race Irish Setter. Brinkhous et collaborateurs se
sont alors intéressés a ces chiens et ont ainsi été les premiers a mettre en évidence la
déficience complete en FVIII de ces animaux (188, 189). Chez le chien, le phénotype
clinique est proche de celui de 'homme avec une corrélation phénotype et activité
résiduelle en FVIII semblable, permettant une classification de I’hémophilie en 3 grades
similaires de sévérité. Depuis, d’autres lignées de chiens hémophiles A ont été établies
(190).

Le second cas documenté d’hémophilie A chez I’'animal concernait un mouton dont la
naissance a été compliquée d’hémorragies (191, 192).

Cette lignée ovine n’a pas été entretenue mais les gametes ont été cryo-conservés
jusqu’en 2009 ou la lignée a été réanimée. La mutation a alors été étudiée, révélant un
codon stop prématuré dans I’exon 14. Chez le mouton, la corrélation clinique est biologie
est similaire au chien et a ’lhomme. En revanche, les hémarthroses sont plus sévéres que

chez le canidé (193).

Pour ces deux modeles animaux, comme chez I’lhomme, les chances de survie sont
limitées en I'absence d’injections de FVIIl. Les concentrés de FVIII humains, s’ils sont
efficaces, induisent un risque d’apparition d’inhibiteurs anti-espéces trés important,

rendant "entretien de ces lignées difficile et couteux (194).
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Les premiers modeles murins hémophiles A transgéniques ont été générés en 1995 par
’équipe de Kazazian, apreés Iinduction d’une interruption de ’exon 16 (E-16) ou de I’exon
17 (E-17) du géne F8 (195).

Les souris ainsi obtenues par manipulation génétique, avaient des taux indétectables de
FVIIl. Pourtant, elles ne présentaient pas ou tres peu de manifestations cliniques,

conséquences de leur déficit en FVIII (196).

Par conséquent, si les incisions et le «tail clipping» (coupure du bout de la queue)
induisaient des hémorragies mortelles en I’absence de cautérisation, le prélevement dans
les plexus retro-orbitaires a rapidement été décrit sans conséquence pour la souris
hémophile. L’avantage de la maniabilité du modele hémophilique s’ajoutait donc a celui
de la praticité de I’espéce.

En effet, les souris sont, dans I’écrasante majorité des cas, le modeéle le plus utilisé dans la
recherche fondamentale et clinique. Ils ont [Pavantage d’étre peu couteux,
d’hébergement simple et leur reproduction rapide permet le maintien des lignées
composées d’un nombre important d’individus. Pour ces raisons, le modéle murin est ’'un

des plus adaptés pour des études statistiques et pharmacocinétiques.

Enfin, Rockwell et collaborateurs ont décrit pour la premiere fois un cas de rat présentant
spontanément un phénotype hémorragique associant saignements spontanés,
hémarthroses, déformations articulaires (197). L’étude de ces rats, femelles et males, a
permis la découverte d’une mutation faux-sens (p.Pro176Leu) dans le géne F8 localisé sur

le chromosome 18 et transmis sur un mode autosomique récessive.

Le modele de rat présente de nombreux avantages similaires a la souris : reproduction
rapide, faible cot d’hébergement, maniabilité. De plus, ’expression phénotypique de la
déficience en FVIII en fait un modeéle particulierement adaptée a I’évaluation clinique des
thérapies substitutives et des prises en charge associées dans le cadre de ’hémophilie A.
Enfin, la caractérisation biochimique des molécules injectées est facilitée par la possibilité

de prélever des volumes sanguins plus important chez le rat que chez la souris.
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4.6 Traitement de I’lhémophilie

Jusqu’aux années 1940, la médecine est restée impuissante face a I’hémophilie limitant
I’espérance de vie des malades, notamment celle des cas les plus séveres, a une dizaine
d’années. Les transfusions sanguines ont, pour la premiére fois, permis la correction sur

une courte durée du phénotype hémophilique (198, 199).

Pourtant, la découverte des cryoprécipités, plus riches en facteurs de la coagulation que

le sang frais, a réellement révolutionné les traitements (200).

A partir de la fin des années 1960, les traitements évoluent trés rapidement. Dés le milieu
des années 70, les préparations de PPSB, concentrées en FIl (Prothrombine), FVII
(Proconvertine), FX (Stuart), FIX (facteur antihémophilique B) sont produits et utilisés

dans la prise en charge de ’lhémophilie B (201-203).

Parallelement, Manucci et ses collaborateurs ont proposé pour la premiere fois
I’utilisation de la desmopressine dans le traitement pour les hémophiles A modérés et

certains patients atteints de la maladie de Willebrand (204).

Les avancées thérapeutiques étaient telles, qu’entre 1944 et 1989, ’espérance de vie d’un

patient hémophile est passé de 17 a 50-60 ans.

Malheureusement, les pools de plasmas utilisés a la production des concentrés,
mélangeant le sang de milliers de donneurs, ont permis la diffusion d’agents infectieux
graves dont le virus de 'immunodéficience humaine (VIH), identifié en 1983. La fréquence
des injections de ces concentrés et la réunion en pool des plasmas nécessaires a leur
production ont eu pour conséquence la contamination de la quasi-totalité des hémophiles

par le virus du VIH et/ou des virus des hépatites C et B.

Apres avoir balayé I'euphorie de cette révolution thérapeutique, ces années noires ont
poussé les laboratoires pharmaceutiques a créer des facteurs recombinants, dénués de
potentiels agents infectieux humains, a partir de la séquence des génes du FVIII clonés en
1984 (95, 96). L’évolution des techniques de purification des facteurs issus de pools de
plasmas humains a permis de limiter les risques de contamination jusqu’a le voir
disparaitre, tandis qu’en 1991-92, le premier facteur VIII recombinant était injecté (205,
206).
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S’en sont suivies plusieurs générations de concentrés de FVIII associant minimisation des
risques (infectieux notamment puis inhibiteurs) et amélioration de la protéine (voir 4.6.3

Facteurs VIIl recombinants)

4.6.1 Rationnelle du traitement substitutif

Si la Thérapie Génique quitte peu a peu ses airs de science-fiction, il n’existe toujours pas

de traitement définitif de I’'hémophilie.

Le traitement repose donc encore trés majoritairement sur I’administration des

concentrés de FVIII.

Historiquement deux protocoles thérapeutiques ont été avancés : les traitements dits « a
la demande » et le traitement prophylactique. Les premiers proposent des injections de
concentrés de FVIII lors de la survenue d’un saignement quand le deuxiéme préfere des
injections régulieres afin de minimiser le risque d’hémorragies, qu’elles soient
provoquées ou spontanées. Depuis maintenant de nombreuses années, les avantages
d’un traitement prophylactique ont été avancés au regard des séquelles irréversibles
secondaires a des saignements répétés, méme rapidement interrompus et ainsi de la

qualité de vie des patients (207, 208).

Aujourd’hui encore, la prophylaxie primaire est recommandée par I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), la Word Federation of Hemophilia (WFH) (209) et

I’International Society on Thrombosis and Hemostasis (ISTH) (210).

Deux parametres majeurs doivent étre considérés afin de fixer les modalités du
traitement : la pharmacocinétique et la cible thérapeutique en activité pro-coagulante. La
littérature est riche de protocoles divers variant sur les doses et les intervalles entre ces
injections. Pourtant, ces études statuent toutes sur I'importance d’adapter le traitement
en considérant donc la cible thérapeutique, la demi-vie de la protéine injectée, le patient

et son activité, le phénotype hémorragique et le coGt du traitement (207, 211, 212).
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La cible thérapeutique conventionnelle est atteinte lorsque les taux circulants sont
supérieurs a 1Ul/dL a tout moment, c’est donc a fortiori la valeur cible de la résiduelle. Le
taux de récupération des produits, quels qu’ils soient, est théoriquement de 200 % pour le
FVIII. En pratique, cela signifie que I'injection d’1Ul/kg permet d’obtenir une élévation de
I’activité du plasma de 2 %. Ce taux de récupération doit étre évalué pour chaque patient

et sera pris en compte dans la mesure de la dose a injecter aprés le calcul suivant :

Unités nécessaires = P x FVIII :C x 1/n (213)
Ou:
- P:Poids corporel (kg);
- FVIII:C: augmentation souhaitée du taux de FVIII (%)(1U/dL);

- n:taux de récupération chez le patient (si 200% alors n=200/100=2).

Pour prévenir les détériorations irréversibles secondaires aux hémarthroses méme
asymptomatiques, la prophylaxie reste I’attitude de choix (214). Elle doit étre débutée
avant les 3 ans de I’enfant apres un maximum d’une seule hémarthrose et doit, si possible
étre continuée a vie. La prophylaxie primaire est cruciale durant les premieres années de
la vie, de la naissance et jusqu’a "achévement du développement. Il semble qu’a I’age
adulte, un relachement de la prophylaxie pourrait avoir de moins lourdes conséquences
(214). Cependant, aucune étude ne permet d’évaluer sur le long-terme, les risques d’une

prophylaxie moins stricte chez le jeune adulte.

4.6.2  Facteurs VIl dérivés du plasma : pdFVIil

Les concentrés de FVIIl, comme pour le FIX, ont grandement souffert de la contamination
massive des hémophiles au cours des années 1980. Apres des avancées thérapeutiques
vertigineuses, ’espérance et la qualité de vie des patients atteints d’hémophilie se sont
améliorées pour la premiere fois et de maniere spectaculaire. L’apparition du VIH et la

découverte des contaminations de plusieurs milliers d’hémophiles a travers le monde ont
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cependant entaché la réputation naissante des concentrés plasmatiques (voir 4.7.1

Complications infectieuses).

Pour réduire ce risque et tandis que la recherche internationale progressait sur le clonage
du geéne F8, les donneurs était désormais sélectionné tandis que les industriels
élaboraient des techniques de dépistage des agents infections, alors réalisés de maniére
systématique. Enfin, I'lamélioration des protocoles de d’inactivation virale visant a
éliminer toutes traces d’agents infectieux a permis de réduire le risque de contamination

a son minimum.

Le traitement a la chaleur par pasteurisation modifiée a permis I’élimination du VIH, des
virus de I’hépatite A (HAV) et B (HBV) des cryoprécipités, mais altérait les fonctions du
FVIII. Les contaminations par le virus de I’hépatite C (HCV) perdurérent (215, 216) jusqu’a

I’élaboration des traitements des plasmas par solvant/détergent (217).
Enfin, différentes étapes de chromatographie ont achevé d’augmenter la sécurité des

produits dérivés du plasma (218), qui associées a un dépistage strict de tous les dons de

sang, ont permis de minimiser le risque infectieux.

FVIII product

Factane®

Octanate®

DCI

Moroctocof alfa

Turoctocog alfa

Laboratoire LFB Octapharma
Génération Dérivé du plasma Dérivé du plasma
Structure FVIII humain FVIII humain
Origine Pools de donneurs bénévoles Pools de donneurs bénévoles
Demi-vie 12h 12h
Protéine dans le milieu de culture NC NC
Stabilisation par le vVWF Oui Oui

Inactivation virale

Traitement solvant/détergeant

Nanofiltration

Traitement solvant/détergeant
Traitement final a la chaleur séche

Purification

Chromatographie par échange d’ions
Ultrafiltration

Chromatographie par échange d’ions
Ultra-diafiltration

Statut

Disponible

Disponible

Tableau 3. Les concentrés de FVIII dérivés du plasma, disponibles en France. Tous les produits dérivés du
sang commercialisés en France doivent étre obtenus a partir de sang de donneurs bénévoles. Les deux
concentrés de FVIII plasmatique disponibles sont stabilisés par le facteurs Von Willebrand. Les étapes de
purification, associées aux procédés d’inactivation virale, participent a la sécurité infectieuse des produits.
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Actuellement, les protocoles associent obligatoirement une technique d’inactivation des
virus (solvant/détergent ou traitement a la chaleur séche) ainsi que la nanofiltration pour
les virus nus et la protéine prion pour le nouveau variant de la maladie de Creutzfeld-

Jacob.

Aujourd’hui, deux concentrés de FVIII sont disponibles sur le marché en France (voir

Tableau 3).

Aujourd’hui, Pinitiation de traitement par des facteurs dérivés du plasma (pdFVIII) est
devenue plus marginale au profit des concentrés de rFVIIl. Depuis quelques dizaines
d’années, des études visent a établir un lien de causalité entre ’apparition des inhibiteurs
(voir 4.7.2 Complications non-infectieuses), complication désormais majeure du traitement,

et I'utilisation des rFVIII.

4.6.3 Facteurs Vlll recombinants : rFVIII

Parallelement a I’amélioration rapide des procédés de purification et de sécurisation des
concentrés dérivés du plasma et dés le clonage du gene du FVII, Pindustrie
pharmaceutique s’est attelée a développer des concentrés recombinants par génie
génétique. Moins de 10 ans aprés le clonage, les premiers rFVIIl étaient évalués au cours
d’essais cliniques (219, 220).

Trois générations différentes se sont succédées ces 30 derniéres années. La premiére
concernait les rFVIIl dit «full length » (pleine longueur) dont la production cellulaire
nécessitait I'utilisation de sérum protéique animal (bovin) et dont le conditionnement
contenait un ajout d’albumine aux fins de stabilisation. La deuxieme génération a éliminé
I’albumine des conditionnements, la remplagant par des stabilisateurs chimiques de la
famille des oses (sucrose, tréhalose...) tout en utilisant des milieux de culture cellulaire
enrichis des mémes sérums. Enfin, la troisieme a définitivement éliminé les protéines
humaines ou animales des procédés de production et de conditionnement (voir Tableau
4).
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Les concentrés de rFVIII different sur plusieurs critéres (voir Tableau 4) :

- Letype cellulaire utilisé pour leur production;
- Les protocoles de purifications utilisés afin d’éliminer les impuretés des produits
finis ;
- Les traitements anti-infectieux dont la rigueur n’a cessé d’augmenter au fil des
générations.
Les premiers rFVIII utilisaient ’ADN complémentaire (ADNc) de la molécule native du
FVIII. La production des premiers rFVIII était réalisée sur des lignées cellulaires rénales de
bébés hamsters (BHK). En 1991, les résultats des essais cliniques confirmaient "absence
de différences pharmacocinétiques entre ce premier rFVIll et les pdFVIIl. Par conséquent,
I’efficacité clinique était comparable, que ce soit en prophylaxie primaire ou en cas
d’épisode hémorragique (219).
L’existence dans le plasma humain de multiples formes du FVIIl au regard de la taille du
domaine B résiduel, conservant pourtant la méme activité pro-coagulante, a poussé la
recherche a imaginer la création d’un variant protéique sans domaine B (résidus 760 a

1639), celui-ci étant remplacé par un « linker ».

Les premiers variants (LA-rFVIIl), portant une délétion des résidus 760 a 1639, ont ainsi
permis de décrire d’importantes améliorations de la transcription en conséquence de la
délétion du domaine B. Une augmentation du taux d’ARNm d’un facteur 10 a été mesurée
sur des lignées COS-1, et d’un facteur 17 sur des lignées CHO(221). Pourtant, la sécrétion
de la protéine s’avérait décevante avec une augmentation limitée a 30 %. Ce variant était
similaire au pdFVIll en termes de caractéristiques biochimiques a I’exception d’une
sensibilité augmentée au clivage par la Flla (222).

Le variant rFVIIl delta Il (délétion du résidu 771 a 1666) obtenait des résultats similaires
mais les formes majeures retrouvées dans les surnageants de production était des formes
monomériques combinant de maniére covalente la chaine lourde et la chaine Iégere du

FVIII, ainsi que deux formes de chaines lourdes monomériques et de taille variable (223).
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Recombinate®

Bayer

Premiére

DCI
Laboratoire Shire
Génération
Structure Pleine

longueur

Pleine
longueur

Lignée cellulaire

BHK

CHO
Demi-vie 14,6 + 4,9
Protéine dans le BSA
milieu de culture Aprotinine
Stabilisation | A'oumine
humaine
Inactivation -
. Pasteurisation
virale
Chromatographie
. T +
immuno-affinité
Statut Disponible

Tableau 4. Historique des concentrés de FVIIl recombinant de 1, 25, 3° et 4° générations. BHK : Baby Hamster Kidney ; CHO : Chinese Hamster Ovary ; HEK : Human Embryonic Kidney

14,6 +4,9

Albumine
(plasma
humain)

Albumine
humaine

Traitement
solvant/
détergeant

Arrét

Kogenate® Helixate®

Octocog alfa

CSL
Behring

Pleine
longueur

BHK

Albumine
(plasma
humain)

Albumine
humaine

Traitement
solvant/
détergeant

Kogenate Helixate . .
gs ® FS® GEIZEHOIOME Kovaltry® @ Advate : ReFacto AF® : Novoeight® Nuwig® Adynovate®: N8-GP® Elocta® Afstyla®
Moroctocog Octocog alfa Moroctocof | Turoctocog Simoctocog alfa Octocog alfa : Turoctocog alfa | Efmoroctocog: Lonoctocog
alfa alfa alfa pegol pegol alfa alfa
Bayer CSL Behring Pfizer Bayer Shire Pfizer Novo Nordiski Octapharma Shire Novo Nordisk Biogen CSL Behring
‘ Deuxiéme Deuxieme Troisitme | Troisiéme | Troisieme Troisiéme Troisieme Quatrieme Quatrieme Quatriéme Quatrieme
’ . . ) Protéine de .
Pleine Pleine BDD-rFVIII Pleine Pleine | Bop.Fvil | BDD-rFVIl | BDD-FVIL | rFVIll pégylé | VIl pégylé fusion : il g
longueur longueur longueur longueur chain »
rFVIlI+Fc
BHK BHK CHO CHO CHO CHO HEK CHO CHO HEK CHO
13,74 £1,821 13,7 + 1,82 11,2+5.0 12,0+ 4,2 11,2+5.0 10,8-12h 171112 14,69 + 3,79 22h 19,7 +£2,3h 14,2
Albumine Albumine Albumine
(plasma (plasma (plasma / / / / / / / / /
humain) humain) humain)
Mannitol Mannitol
Sucrose Sucrose Sucrose Sucrose . Sucrose Sucrose Sucrose . NC Sucrose Sucrose
Tréhalose Tréhalose
Traitement | Traitement Traitement Traitement Traitement Tratement Traitement Tratement Traitement Traitement
solvant/ solvant/ solvant/ solvant/ solvant/
solvant/ solvant/ solvant/ X solvant/ ) . ) solvant/ NC X NC
détergeant | détergeant détergeant détergeant détergeant détergeant détergeant détergeant détergeant détergeant
Nanofiltration Nanofiltration | Nanofiltration | Nanofiltration Nanofiltration
+ + - + - - + + NC + NC
. . . . ’ . . . . . ) . . . AMM en s ’ .
Disponible | Disponible Disponible | Disponible { Disponible Disponible Disponible po— Essai clinique Disponible AMM (2017)

; BDD : B-domain deleted ; Fc : Fragment Fc des Immunoglobulines humaines ; BSA : Bovin Serum Albumin

(https://www.eloctate.com),

Sources : RCP et commissions de transparence (https://www.has-sante.fr/) (https://www.vidal.fr/) et Comparison Charts (http://www.bdipharma.com), informations laboratoire:
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D’autres variants ont été étudiés, tous concernés par la contamination par cette méme
forme monomérique et inactive du FVIII (224). Un seul d’entre eux (délétion des résidus
797 a1562) a démontré une nette augmentation de la production d’une forme active de la
protéine(225), mais dont I'injection induisait une forte réponse immunitaire contre le

linker résiduel(226).

Une étude a alors déterminé I’emplacement des points d’initiation et de terminaison de la
délétion du domaine B, afin d’obtenir une protéine finale :
- Active (donc hétérodimérique) ;
- Dépourvue de domaine B : sous sa forme minimale composée d’une chaine légere
de 80 KDa et chaine lourde de 90 KDa (correspondant a une délétion du résidu
740 au résidu 1648);;
- Sans trace d’un linker non-naturel : afin de minimiser 'immunogénicité du variant

protéique.

En 1998, ReFacto® est alors commercialisé par le laboratoire Wyeth (Madison, NJ, USA)
et ce, apres avoir évalué son efficacité et son innocuité (227-229). Il est le premier rFVIII
comportant une délétion entre les résidus 749 et 1639 (variant rFVIIl BDD SQ),
permettant la production accrue d’un variant protéique a deux chaines. Le domaine B est

réduit a une séquence de 5 acides-aminés (230).

Aujourd’hui, le ReFacto® AF (Pfizer, NYC, NY, USA) remplace son prédécesseur de 2°
génération aprés I’élimination des protéines humaines et animales des procédés de
fabrication (231).

Le NovoEight® (NovoNordisk, Gladsaxe, Danemark), commercialisé en 2014, variant BDD-
rEVIIl, a montré son efficacité tout en ayant I'avantage de ne pas étre sujet aux
discordances entre I’essai chromogénique et ma mesure coagulométrique a I'inverse du
ReFacto® (232, 233). Le suivi thérapeutique par mesure d’activité pro-coagulante du FVIII

peut donc étre réalisé avec les deux tests.
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Enfin, le Nuwiq® (Octapharma, Lachen, Suisse) differe de ses deux concurrents par une
production sur des lignées cellulaires humaines, avec une fidélité augmentée par rapport

au pdFVIIl au regard de ses PTMs (134, 234).

Plus récemment, la modification des procédés de fabrication du Kogenate® a abouti a la
commercialisation du Kovaltry® (Bayer, Leverkusen, Allemagne). La méme lignée
cellulaire est utilisée (BHK) mais a été co-transfectée par le géne de la HSP70, permettant
une production augmentée ainsi qu’'une meilleure sialylation des N-glycosylation de la
protéine. Les procédés de purification ont également été améliorés afin d’accroitre la
sécurité infectieuse tout en minimisant la contamination par des impuretés (235) (voir

3.3.1 Biosynthése du FVIII).

L’ensemble des FVIII recombinants disponibles en France ont été listés dans le Tableau 3.

4.6.4 Facteurs VIl a demi-vie prolongée

Les facteurs a demi-vie prolongée comptent parmi les derniers concentrés de rFVIll
commercialisés, le but étant, alors que la sécurité de leurs prédécesseurs est éprouvée,
d’améliorer les protéines aux fins de réduire le nombre d’injections hebdomadaires (voir

Tableau 3).

Plusieurs techniques ont été utilisées :

e Protéines chimériques : Elocta® (Bioverativ, Biogen, Cambridge, MA, USA)

Le FVIII est ici « fusionné » a une autre protéine afin de moduler les voies d’élimination
métabolique du FVIIl et de permettre un recyclage de la protéine. En effet, les
immunoglobulines sont connues pour utiliser les voies métaboliques du FcRn (neonatal
Fc Receptor), permettant aux protéines endocytées, d’éviter les voies du catabolisme
intracellulaire au profit d’un recyclage vers la membrane et d’une remises en circulation
(236). Si les immunoglobulines ont une demi-vie trés longue dans I’organisme,
I’accroissement de la demi-vie du FVIII fusionné a leur fragment Fc s’est avéré beaucoup
plus modeste. Une affinité amoindrie avec le VWF a alors été suspectée (137). Elocta se

caractérise pourtant par I'accroissement le plus important parmi ses pairs actuels et
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permet ainsi un espacement des injections suffisant pour améliorer la qualité de vie des
patients traités (237, 238); Il est le seul variant a demi-vie prolongée a étre actuellement

commercialisé en France.

e Variant « single chain »: Afstyla® (CSL Behring, King of Prussia, PA, Ausralie)

La demi-vie du FVIII est grandement limitée par sa fragilité. Cette labilité intrinseque est le
résultat de sa conformation hétérodimérique, maintenue par des liaisons faibles et la
coordination par l'ion cuivre divalent. L’Afstyla est caractérisé par sa conformation
monomérique, les deux chaines étant alors liées de maniere covalente, rendant ainsi la
protéine plus stable. Les zones ciblées par les subtilisines, responsables de sa
dimérisation, ont, en effet, été mutées. D’autre part, I'affinité pour le VWF, protecteur
physiologique du FVllla est augmentée significativement induisant une meilleure
protection de la protéine en circulation (239, 240). En plus de participer a I’accroissement
de la demi-vie de la protéine, cette liaison accrue au VWF pourrait permettre une
réduction de I'immunogénicité de la protéine en réduisant I’endocytose par les cellules
dendritiques (241, 242).

Enfin, au moment de son activation, la molécule se dimérise et est libérée du complexe
pour assurer ses fonctions pro-coagulantes. Les résultats obtenus lors des essais cliniques
ont permis de démontrer sa bioéquivalence tandis qu’aucun des patients inclus
(« previously treated patients ») n’a développé d’anticorps inhibiteurs (238).

En revanche, 'augmentation de la demi-vie apportée par la molécule ne semble pas en
mesure de permettre une réduction du nombre d’injection hebdomadaire chez les
patients hémophiles A. De plus amples études cliniques pourraient confirmer ou infirmer

sa place au sein des concentrés de la 4° génération.

e Pegylation : Adynovate® (Shire, Dublin, Irlande) et N8-GP (NovoNordisk, Gladsaxe,

Danemark).

La capacité de la pégylation a influencer positivement la pharmacocinétique de molécules

est aujourd’hui utilisée pour de nombreuses autres classes pharmaceutiques (243). Elle
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permet en effet de réduire la dégradation du FVIII en introduisant sur le manteau
glycoprotéique, des résidus poly-éthylene-glycol réduisant la clairance et la sensibilité au
catabolisme enzymatique de ces protéines. L’encombrement stérique résultant de leur

intégration pourrait également avoir un effet positif sur Fimmunogénicité des rFVIIl (243).

Contrairement aux concentrés FIX de demi-vie allongée, les résultats pour ’amélioration
du FVIII sont nettement moins spectaculaires avec une augmentation d’un facteur 1,2 a

1,8 (voir Tableau 4).

Actuellement, Elocta® (Bioverativ, Biogen, Cambridge, MA, USA) est le seul variant a étre

commercialisé, en France, avec une demi-vie d’environ 19h (x 1,6).

La société Bioverativ travaille actuellement I'une des molécules les plus prometteuses en
termes de demi-vie et d’amélioration de la qualité de vie. En effet, la protéine de fusion
rFVIIFc-VWEF-XTEN a été décrite comme ayant une demi-vie 4 fois supérieure a la demi-vie
du FVIII plasmatique tout en permettant une injection sous cutanée de la molécule (244).
Le rFVIIIFc-VWE-XTEN est une protéine de fusion FVIIIFc a laquelle ont été greffés en
position C-terminale, les domaines D’-D3 du VWF. Cette association covalente au domaine
D’D3 permettrait de (1) s’affranchir de la demi-vie du VWF, facteur crucial de la demi-vie
du FVIII, et (2) d’apporter a la molécule une stabilité intrinséque sans nécessiter sa prise
en charge par la protéine en milieu physiologique. A cette construction, sont ajoutées des
chaines peptidiques de la technologie XTEN (peptides composés d’acides aminés
hydrophobes, Genentech), dont la séquence et la longueur sont définies en fonction des
caractéristiques physicochimiques adaptées a la modification pharmacocinétique

souhaitée (245).

4.6.5 Anticorps bispécifiques

L’apparition d’anticorps inhibiteurs concerne 30 % des patients atteints de formes sévéres
de ’lhémophilie A. Ils sont de fait, la plus importante complication du traitement et ont un
impact important sur la clinique, sur les possibilités thérapeutiques et sur le colt des

traitements (246) (voir 4.7.2 Complications non-infectieuses).
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Les anticorps bispécifiques sont des immunoglobulines recombinantes et humanisées,
affines pour le FX et le FIXa et capables de rapprocher ainsi ’enzyme de son substrat

zymogeéne a la maniére du catalyseur naturel : le FVIII (247).

Les essais cliniques l'ont montré non-toxiques aux doses thérapeutiques, et
significativement efficace dans la réduction des saignements, chez des patients avec ou

sans inhibiteur, a raison d’une unique injection hebdomadaire et sous-cutanée (248).

L’étude HAVEN a récemment démontré leur efficacité sur les patients hémophiles avec
inhibiteurs. En effet, Emicizumab réduit le risque de saignement de 83% par rapport a
I’absence de prophylaxie chez les patients avec inhibiteurs et réduit de 79% ce méme
risque lorsqu’il est comparé aux complexes de prothrombine activée (FEIBA) (249).

Aucun patient n’a développé d’anticorps anti-immunoglobuline.
p pp p g

Quelques cas d’accidents thrombotiques graves ont été déclarés chez des patients dont
le traitement associait Emicizumab et le FEIBA. Aucune complication de ce type n’a été

retrouvée chez les patients sans traitement adjuvant ou en association avec le FVlla.

Si leur place au sein des recommandations de prise en charge des hémophilies reste a
déterminer, les anticorps bispécifiques sont la premiere alternative aux traitements
substitutifs actuels, en cas d’apparition d’anticorps inhibiteurs anti-FVIIl. Leur voie
d’administration et la fréquence faible des injections, associées a une réduction nette du
risque de saignement, pourraient représenter une amélioration importante de la qualité

de vie des patients en prophylaxie primaire (250).

4.7 Complications liées au traitement
4.7.1  Complications infectieuses

La concomitance de ces avancées permettant d’isoler les facteurs dans les cryoprécipités
de pools de plasmas et de la naissance de I’épidémie du Virus de I'Immunodéficience
Humaine (VIH) a eu des conséquences dramatiques, et a anéanti les espoirs pour les
jeunes hémophiles d’avoir une vie normale. Au début des années 80, le Center for Disease
Control (CDC) reportait des cas de patients hémophiles atteints des symptémes d’une
immunodéficience acquise (251). Ce méme rapport identifiait pour la premiére fois
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I’étroite ressemblance entre les infections intercurrentes observées et le syndrome
d’immunodéficience alors réservé aux homosexuels masculins et aux consommateurs de
drogues intraveineuses et identifié quelques années plus tard par I’équipe de Luc

Montagnier (252) et renommé VIH en 1986.

A posteriori, le risque encouru était démesuré ; les facteurs étaient alors produits a partir
de cryoprécipités issus des pools de dizaines de milliers de plasmas sans qu’aucune
méthode ne puisse dépister les plasmas ou leurs donneurs. Ces mémes produits étaient
ensuite injectés par voie intraveineuse a tous les hémophiles. Le bilan s’est avéré tres
lourd; il est estimé que pres de 50% de ces hémophiles auraient ainsi été contaminés par

le VIH, la totalité par le HCV (253).

Si I'infection par le HBV évolue majoritairement vers la clairance du virus sans
retentissement clinique, l'infection par le HCV est de bien plus sombre pronostic
puisqu’évoluant dans 90% des cas vers un portage chronique, une fibrose puis une
cirrhose hépatique pour aboutir finalement a un carcinome hépatocellulaire dans pres de
10 % des cas. Avant les récentes découvertes de I'industrie pharmaceutique, I'utilisation
combinée de ribavirine et interferon n’offrait que trés peu de résultat (254) et le recours a
la transplantation hépatique est restée exceptionnelle et complexe chez ces patients
(255).

La fréquence de la coinfection HCV/VIH eut également de graves conséquences,
augmentant le risque d’évolution vers des pathologies hépatiques jusqu’a réduire leur
survie a long-terme de plus de 51% (256).

Jusqu’a la fin des années 90, la survenue d’une potentielle nouvelle infection par ces virus
a été scrupuleusement surveillée (257, 258). Malgré I’absence de nouvelle contamination
depuis 1986, I'apparition d’un nouvel agent infectieux pourrait bouleverser a nouveau
I’histoire du traitement. Les virus enveloppés sont éliminés par les traitements
solvant/détergeant (217) et la nanofiltration élimine les virus non-enveloppés (259, 260).
Cependant des doutes persistent, d’'une part au regard d’agents infectieux non-viraux,
comme les prions (258) et d’autre part a la possibilité de I’émergence d’un agent

pathogéne non-encore identifié, comme le fut le HIV, il y a maintenant 40 ans.
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4.7.2  Complications non-infectieuses

Les inhibiteurs sont des anticorps circulants, dirigés contre le FVIII et capables de
inactiver par I’encombrement stérique de sites cruciaux pour les fonctions pro-

coagulantes de la protéine.

Aujourd’hui encore, les conséquences de I’apparition de ces inhibiteurs sont lourdes au
regard du pronostic, occasionnant un risque de saignement accru (261), et de la gestion

du traitement (262).

La fréquence d’apparition de ces anticorps inhibiteurs est importante chez les
hémophiles B (ils sont alors dirigés contre le FIX) mais I’est davantage chez les
hémophiles A séveres avec une prévalence d’environ 30% dont la cause est sujette a

débat (263-265).

Il est maintenant reconnu que certains facteurs génétiques influencent le risque
d’apparition d’anticorps inhibiteurs :

- Histoire familiale de développement d’inhibiteur, notamment les enfants de méme
fratrie (179, 266, 267) ;

- Les origines ethniquesavec un risque augmenté d’un facteur 2 pour les
populations afro-américaines et hispaniques par rapport aux populations
caucasiennes (268);

- Le type de mutation : les mutations ayant pour conséquence "absence de FVIII, la
production d’une protéine tronquée (269), un décalage important du cadre de
lecture (270), ou une erreur d’épissage (271) sont a haut risque d’apparition
d’anticorps inhibiteurs ;

- Certains polymorphismes génétiques concernant des génes impliqués dans
Pimmunité ou linflammation induisent une augmentation du risque leur

d’apparition (272).
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Ces facteurs génétiques favorisants sont potentialisés par des facteurs des risques non-
génétiques et hautement dépendants de la mise en place et des modalités du traitement.
En effet, il a été montré que la thérapie prophylactique réduit le risque d’apparition
d’anticorps inhibiteurs par rapport aux traitements a la demande, en permettant une
exposition prolongée et moins immunogéne au FVIII (265). L’exposition intensive au
moment de la mise en place est un autre facteur prédisposant. Dans le cadre de
Pinitiation du traitement, le risque est corrélé a I'importance de la dose (273) et de la
durée d’exposition a cette dose élevée (265, 273). Il est ainsi recommandé d’initier le
traitement avec de faibles doses de concentré de FVIII pendant les premieres semaines

du traitement substitutif.

La fonction du FVIII au sein du processus de la coagulation est trés dépendante de ses
PTMs (voir 3.3.1.Biosynthese du FVIII). Par sa haute glycosylation, le FVIII porte, de maniére
intrinséque, un potentiel immunogéne et une éventuelle différence entre le caractére

immunogéne des rFVIIl et pdFVIll reste un sujet de recherche et de controverse.

Des études (274) et méta-analyses (275) tendent vers une immunogénicité supérieure des
rfVIIl par rapport aux pdFVIll, évaluée par I'incidence d’apparition de novo d’anticorps
anti-FVIIl inhibiteurs chez des patients au déficit en FVIII sévere (< 1 %) et naif de
traitement. D’autres études réfutent ce lien statistique entre "laugmentation du risque
d’apparition de ces inhibiteurs et Iutilisation des rFVIII(264). Aledort et collaborateurs
attribuaient une augmentation significative de l'incidence de ces inhibiteurs lors de
P'utilisation de rFVIIl dont la séquence codant pour le domaine B est supprimée (BDD-
rEVII) par rapport aux rFVIIl pleine longueur (FL-rFVIII) (276, 277). La méme étude ne
mettait pas en évidence une différence significative entre les rFVIIl produits sur des
cellules ovariennes de hamsters chinois (cellules CHO) ou rénales de bébés hamsters
(cellules BHK) ce qui est pourtant infirmé par trois autres suivis de cohortes prospectifs

(278-280).
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En 2013, les premiéres études de conception et de caractérisation du Nuwiq® apportaient
des données concrétes sur les différences physico-chimiques des rFVIIl selon leur origine
en comparant les rFVIIl de I'actuel arsenal thérapeutique, les pdFVIIl et le premier rFVIII
produit sur des cellules rénales humaines (HEK) (134). Kannicht et collaborateurs
décrivaient alors pour la premiére fois I'influence du choix cellulaire pour produire les
rfVIll sur les PTM observables sur la protéine finale non-activée. Deux grands axes

causaux sont alors avancés :

- L’évolution du matériel enzymatique cellulaire au cours de I’évolution avec perte
ou acquisition d’enzymes par les soumissions des espéces (mammiféres) a des
contraintes de sélection génétique différentes. Les motifs galactose-alphat,3-
galactose (alpha-Gal) et N-acetylneuraminic acid (Neusc), produits par des
enzymes perdus au cours de I’évolution par ’lhomme mais présents chez de
nombreux mammiféres, sont impliqués dans de nombreuses réactions

immunitaires (134) ;

- L’existence de génes a expression tissus-spécifique, notamment le FVIIl, régissent

les capacités enzymatiques selon I’origine tissulaire des cellules utilisées.

Si toutes ces études alimentent les controverses par leurs forces et leurs faiblesses
statistiques, la communauté scientifique semble s’accorder sur I'existence de différences
entre les FVIII issus du génie génétique et le FVIII plasmatique. En parallele, de
nombreuses recherches tendent a évaluer, de la maniére la plus précise possible, I'impact
des PTMs sur Iimmunogénicité des FVIII. Des études ont démontré I'importance des
PTMs du FIX (281), étant pourtant un moindre sujet aux variations épigénétiques, en
fonction de I'origine cellulaire notamment au regard de son taux de récupération. Il est
donc probable que les PTMs du FVIIl, bien plus nombreuses, aient une influence sur son
immunogénicité, sa stabilit¢ dans le compartiment circulant sinon son activité

plasmatique au sein de la cascade de la coagulation.
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Parallelement a la recherche d’amélioration des caractéristiques pharmacocinétiques, les
études explorant la fidélité des modéles cellulaires utilisés au regard des caractéristiques
post-traductionnelles du FVIII se sont accrues. Pourtant, aucune n’a évalué la possibilité
de produire un FVIII sur des cellules hépatiques : hépatocytes ou lignées sinusoidales de

’endothélium.

Ce travail avait pour objectif de (1) créer un nouveau modeéle cellulaire humain et
hépatique capable de produire un rFVIIl dont la séquence, élaborée au sein de I'unité de
recherche, a démontré des capacités de production augmentée in vitro et (2) de
caractériser cette séquence in vivo, par le biais de I'injection hydrodynamique sur des

souris hémophiles A.
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MATERIELS & METHODES

1 Conditions de culture et transfection cellulaire

1.1 Cellules eucaryotes

Quatre types cellulaires ont été inclus dans I’étude.

Lignée CHO, cellulesissues d’ovaires de hamsters chinois [ECACC 85050302,
Sophia-Antipolis, France]. La lignée est cultivée dans un mélange de IMDM
(milieu Dulbecco-Iscove, Gibco, ThermoFicher, distributeur francais), L-
glutamine (1%) (Gibco), pénicilline/streptomycine (1%) (Gibco) et de sérum de
veau fétal décomplémenté (SVF).

Lignée hépato-carcinomateuse humaine (Huh7) [JCRB0403] dont I'intérét dans
la production du FIX a été démontré (282), est entretenue dans un milieu
DMEM F12 en présence de L-glutamine (1%), de streptomycine et pénicilline (1%)
et de 10 % de Fetal Clone Il (FetalClone® Il, GE Healthcare Lifescience, Vélizy,

Villacoublay, France) décomplémenté.

Lignée HEK [ATCC® CRL-1573™] immortalisée a partir de cellules rénales
humaines est maintenue dans un mélange de DMEM, d’'un mélange
commercial d’acide aminé non-essentiels (NEAA), de L-glutamine (1%) et de

pénicilline/streptomycine (1%) et de Fetal Clone 1.

Lignée TRP3 immortalisée a partir de cellules endothéliales sinusoidales d’un
foie humain aprés hépatectomie (283) est cultivée dans un milieu MCDB 131
(Gibco) en présence de 12,5 mL d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)
(Sigma-Aldrich, L’Isle-d’Abeau, France) (12,5mg/mL), de 39,5 mL
d’hydroxycortisone (35mM), de 25 mL de L-glutamine (Gibco) et de 5 mL du

mélange pénicilline/streptomycine (100 X) (Gibco) et de 20 % de Fetal clone II.
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L’atmospheére de culture, identique pour toutes les lignées, est composée de 5 % de CO2

et est saturée en eau. La température est contrblée et maintenue a 37°C.

Les cellules a confluence ont été lavées deux fois avec du PBS 1X (Phosphate Buffer
Saline, Gibco) avant d’étre décollées par une solution de trypsine 1X (Gibco) diluée dans
du PBS 1X a 37°C pendant 5 min. Les cellules ont ensuite été reprises dans leur milieu de

culture complet puis centrifugées a 1200 rpm pendant 5 min a 20 °C.
Le culot cellulaire a été ensuite repris dans le milieu de culture pour un nouvel
ensemencement.

Les cellules TRP3 ont été ensemencées sur des surfaces ayant préalablement été

recouvertes par 100 pL/cm’ de gélatine 0,1% pendant 2 1h a 37°C, puis rincées au PBS 1X.

1.2 ADN complémentaire (ADNc) du FVIII

La séquence d’ADNc FVIII-BDD-tFIX1(1+13) (séquence Lo), utilisée pour transfecter les
différents types cellulaires a été créée (et brevetée) dans 'unité de recherche (284). Elle
est caractérisée par I'absence de domaine B, remplacé par 4 résidus arginine (Arg).

Dans les domaines A1 et A2 du FVIII, en position des introns 1 et 13, ont ensuite été
introduites deux copies d’une séquence tronquée de lintron 1 du FIX (tFIX1) afin

d’augmenter la sécrétion du FVIII d’un facteur 5 a 10 (284) (voir Figure 16)

/ peona
FVIII-BDD tFIX1 1+13

\sz /

Figure 16. Carte du plasmide pcDNA-FVIII-Lo. Le géne du FVIII est placé en 3’ d’un promoteur hépatique
(promoteur du cytomégalovirus). Les deux copies de Iintron 1 tronqué du FIX ont été insérées en position
des introns 1 et 13 du FVIII et sont flanquées de sites de restriction afin de permettre leur élimination.
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Cette séquence a été insérée dans une structure plasmidique : le pcDNA3.1 (Invitrogen,

Cergy-Pontoise, France).

Au cours de cette étude, elle sera comparée a une séquence complémentaire du FVIII

identique a ’exception de I'insertion des introns : pcDNA FVIII-BDD-WT.

1.3 Transfection

Les cellules ont été ensemencées a raison de 5.10° cellules/28,3 cm?® ou 1.10%/78,5 cm®. A
80% de confluence, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X avant d’étre

placées dans leur milieu de culture complet pour la transfection.

Pour chaque puits de 3,5 ou 10 cm de diamétre, 1 ou 2 ug d’ADN respectivement ont été
solutionnés dans 6 pL de réactif de transfection X-tremeGENE 9 (Roche diagnostics,
Meylan, France). Ce mélange a été additionné a du milieu sans SVF en quantité suffisante
pour un volume final de 200 a 250 pL/puits. Aprées 15 min de stabilisation a température
ambiante, le mélange a été réparti goutte-a-goutte sur la surface du tapis cellulaire.
La construction plasmidique, pcDNA3 FVII+tFIX1 (1+13), a été testée par:
- Transfection transitoire :
A 48h de la transfection, le milieu enrichi en SVF a été récolté et remplacé par un milieu
sans SVF. Aprés 48h d’incubation en milieu SVF-, celui-ci a été récolté et les cellules lysées.
- Transfection clonale :
Aprés 24 h d’incubation, I’antibiotique de sélection, la généticine ou G418 (solution a
somg/mL, 20 mL, Gibco), est ajoutée au milieu afin de sélectionner les lignées clonales

effectivement transfectées.

1.4 Clonage

Aprés ajout de la généticine en quantité suffisante pour une concentration finale a
0,5mg/mL, les cellules ont été entretenues dans un milieu de culture renouvelé deux a

trois fois par semaine (selon le développement). Aprés apparition de colonies clonales
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délimitées sur la surface de culture, celles-ci ont été repiquées individuellement dans les
puits d’une plaque 96 puits.

A confluence, la quantité de FVIII sécrétée dans le surnageant a été mesurée dans le
milieu de culture a 'aide d’un kit ELISA ASSERACHROM® VIII :Ag (Diagnostica Stago,
Asniéeres-sur-Seine, France). Seuls les clones les plus producteurs ont été amplifiés et

congelés.

1.5 Lyse cellulaire

Le milieu de culture a été éliminé et apreés 2 lavages avec du PBS 1 X, les cellules ont été
décollées de la surface par grattage dans un volume de 100 a 500 pyL de PBS. Apres
centrifugation a 13 000 rpm pendant 15 min a +4 °C, le culot a été repris dans 200 mL de

tampon de lyse.

Tampon lyse:
-10mM HEPES, pH 7,5 (Carl Roth, Karlsruhe, Allemagne) ;
-100 mM KCL (Chimieplus Laboratoire, Saint-Paul-de-Varax, France) ;
-2 mM MgCl2 (Chimieplus Laboratoire) ;

- 0,5 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich).

Le mélange a été homogénéisé puis incubé pendant 20 min avant d’étre centrifugé a
nouveau a 13 000 rpm pendant 15 min. Le culot de débris cellulaires a été éliminé et le

surnageant conservé a-20 °C.
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2  Production de FVIII

La production de FVIII a été effectuée dans différents supports selon le tableau 1. Le FVIII

a été obtenue par production dans ces différents contenant selon un protocole identique.

Triple Flasque Roller Sac fermenteur
Nombre de cellules 25 a30.10° 25 a30.10° 210.10°
Volume de milieu 25 mL 25 mL 500 a 750 mL

Tableau 5. Quantité de cellules et de milieu de culture utilisés en fonction du contenant de production.

Les cellules ont été ensemencées en quantité suffisante au regard du contenant dans un
milieu de culture complet. Apres 48h de croissance, le milieu a été éliminé et remplacé
par un milieu de production sans SVF, aprés deux lavages de 25 mL de PBS 1X. Pour
chacun des types cellulaires ce milieu correspondait aux milieux de cultures complets
sans SVF et sans antibiotique de résistance et dans lesquels était ajoutés de la BSA (7,5 %)

(Gibco) visant a stabiliser le FVIII produit.

Les cellules ont été incubées en milieu de production pendant 12 a 36 h. Le milieu de
production a alors été collecté puis centrifugé a 5000 rpm pendant 4 min a + 4°C puis
conservés a -20 °C. Les cellules ont été maintenues en milieu de culture complet pour un

nouveau cycle. Apres 15 jours d’alternance, les cellules ont été éliminées.

3 Purification du FVIII

3.1 Précipitation

Les surnageants de production ont été décongelés au bain-marie a 37°C puis poolés par
clone producteur. La précipitation du FVIII a été réalisée par addition de 4omg/1oomL de

sulfate d’ammonium ((NH,),SO,) (Chimieplus laboratoire).
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Aprés une nuit de précipitation a +4 °C sous agitation magnétique, le surnageant a été
centrifugé a 10 000 G pendant 10 min a +4 °C. Le précipité a été alors récupéré et
solubilisé dans un volume de tampon de reprise égal a 10 % du volume initial de

surnageant.

Tampon de reprise :

- 20 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, pH 6 (Chimieplus Laboratoire) ;

CaCl, 5 mM (Chimieplus Laboratoire) ;

- 0,01% Tween 20 (Chimieplus Laboratoire);

NaCL 0.1 M (Chimieplus Laboratoire).

3.2 Dialyse

La solution obtenue par dissolution du précipité a été dialysée contre un bain de 2L de
tampon de dialyse, sous agitation magnétique, a +4°C pendant 8 a 12 h.
Tampon de dialyse :

- 20 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, pH 6 (Chimieplus Laboratoire) ;

CaCl, 5 mM (Chimieplus Laboratoire) ;

- 0,01% Tween 20 (Chimieplus Laboratoire);

NaCL 0.2 M (Chimieplus Laboratoire).

Ce bain de dialyse a été renouvelé a trois reprises.

3.3 Chromatographie échangeuse d’anions

Au terme des 36 h de dialyse, la solution a été chargée sur une colonne échangeuse
d’anions (Hitrap Q FF smL ou 1mL, GE Healthcare) et éluée par un gradient de chlorure
allant de 0,2 a 1 M. Les dix premiers millilitres ont été poolés et le reste des 60 fractions
de 1 mL a été récupéré dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL avec une vitesse d’élution de

1mL/min.
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Au moment du chargement, le surnageant a été récupéré a la sortie de la colonne afin
d’attester la fixation du FVIII sur celle-ci. De la méme maniere, les tampons de lavage
post-chargement et post-élution ont été récupérés a la sortie de la colonne puis aliquotés

avant d’étre conservés a -20 °C.

4 Injection Hydrodynamique du plasmide chez Ila souris
hémophile A

Toutes les manipulations animales ont été réalisées, au sein de la plateforme ALECS-
conventionnelle (SPF, site de I’Université UCBLyon 1-Laennec) par le Dr Nathalie
ENJOLRAS et par le Pr Yessim DARGAUD, toutes deux titulaires d’une habilitation a

expérimenter sur I’animal de niveau 1.

Les souris hébergées au sein de ’ALECS ont un acces libre a I’eau et a la nourriture. Les
cages des animaux sont maintenues dans un environnement calme dont la température
est controlée (20 + 2 °C).

La technique d’injection hydrodynamique permet d’induire I’expression d’un géne

exogeéne au niveau hépatocytaire, sans avoir recours a des vecteurs viraux (285, 286).

La méthode repose sur I'injection d’un large volume d’une solution plasmidique dans la
veine caudale de I'animal (souris ou rat), en un minimum de temps. L’importance du
volume injecté occasionne une congestion cardiaque transitoire faisant refluer la solution
dans la veine cave puis le foie. La pression hydrodynamique permet alors (1) de repousser
le sang irriguant le foie vers le réseau mésentérique, évitant ainsi la dégradation du
plasmide par les nucléases plasmatiques et (2) d’occasionner une stase hépatique de la
solution. Pendant cette stagnation de la solution plasmidique dans le réseau hépatique, la
pression hydrostatique sur les sinus permet leur ouverture et le passage du plasmide

dans le cytosol des hépatocytes (287).

Cette méthode permet une étude optimale et in vivo des facteurs de la coagulation, dont

la synthése naturelle est hépatocytaire.
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4.1 Conditionnement

Les plasmides sont d’abord amplifiés par des bactéries compétentes DHsa™

(ThermoFisher, Courtaboeeuf, Villebon-sur-Yvette, France).

Les bactéries compétentes ont été décongelées lentement dans de la glace pilée et
incubées pendant 30 min en présence de la solution du plasmide. Elles ont ensuite subi un
choc thermique a 42°C pendant 45 secondes puis ont été remises 2 min dans la glace.
Apres ajout de 350 pL de S.0.C. medium (ThermoFisher) pour 50 puL de suspension
bactérienne, elles ont été incubées pendant 45 min a 37°C, sous agitation a 200 rpm. La
suspension a ensuite été centrifugée et le culot bactérien dispersé sur une boite de Petri
(LB medium gélifié par Agar Agar, 1% ampicilline), incubée 8h-9h a 37°C.

Les colonies sont ensuite repiquées et amplifiées en préculture dans 1,5 mL de milieu
Luria Broth (LB medium) (Sigma Aldrich) pendant 8h. De cette préculture, 500 pL ont été
dilués dans 2L de LB medium et incubés 12 a 16 heures dans des fioles de Fernbach, a 37 °C
sous agitation (170 rpm).

Le plasmide a été extrait en utilisant un kit Plasmid Giga Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne)

puis repris dans un volume minimal de tampon Tris-EDTA (Sigma Aldrich) stérile.

4.2 Injection des solutions plasmidiques

Toutes les souris incluses dans ce protocole sont issues d’une lignée de souris hémophiles

tmiKaz

A provenant du laboratoire Jackson (souche B6;129S-F8 /), The Jackson Laboratory,

Sacramento, CA, USA).

Pour chaque souris, 40 pug de plasmide ont été dilués dans un volume de PBS 1X stérile et
filtré (0,2 pym) représentant, environ, 10% du poids de "animal (g/mL).

Si la littérature préfére I’injection sur des souris vigiles, tant au regard des résultats que
de la condition de I’'animal, la technicité du geste nous a imposé de réaliser cette
manipulation sur des souris anesthésiées.

Les souris ont donc été placées dans une chambre d’induction et anesthésiées a

I’isoflurane 5%. Elles ont ensuite été placées dans une chambre de contention réalisée a
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I’aide d’un tube Falcon de s5omL percé en plusieurs endroits pour maintenir I’anesthésie
tout en permettant un flux d’air approprié au bien-étre de I’animal.

La queue de la souris a été ensuite placée 2 a 5 min dans de ’eau chaude afin de favoriser
la dilatation des veines caudales.

La queue a ensuite été nettoyée a I'alcool modifié par mesure d’asepsie mais également
pour augmenter la dilatation vasculaire.

L’injection a été ensuite réalisée dans le réseau veineux, a I'aide d’une aiguille de 30 G

(Terumo, Dutscher, Brumath, France) montée sur une seringue « Luer-Lock » de 3 mL

(Becton Dickinson, Dutscher, Brumath, France) en 9 a 15 secondes.

Caractéristiques Injection
Souris Date de naissance Sexe Poids (g) Heure At (sec) Volume V/P (%) Vitesse Q (pg) Q/P (ug/g)
(mL) (mL/sec)
USAHA1A |NC 1 18,20 20/02/2017 15,00 2,50 0,14 0,17 40,12 2,20
USAHA2A |NC 1 20,30 20/02/2017 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
USA HA 3A 12/12/2016 2 19,90 20/02/2017 13,00 2,00 0,10 0,15 32,10 1,61
USA HA 4A 12/12/2016 2 20,50 20/02/2017 15,00 2,00 0,10 0,13 32,10 1,57
USA HA 5A 12/12/2016 2 20,60 20/02/2017 16,00 1,80 0,00 011 28,89 1,40
USA HA 6A 12/12/2016 2 17,32 21/02/2017 12,00 2,00 0,12 017 32,10 1,85
USAHA7A 31/01/2017 1 16,80 21/02/2017 12,00 2,00 0,12 0,17 32,10 1,91
USA HA 8A 31/01/2017 1 18,50 22/02/2017 15,00 2,00 0,11 0,13 32,10 1,73
USAHA9A |NC 1 18,20 22/02/2017 14,00 2,00 0,11 0,14 32,10 1,76
USA HA 10A |NC 1 15,80 22/02/2017 7,00 1,00 0,06 0,14 16,05 1,02
USA HA 11A |NC 1 16,80 22/02/2017 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Caractéristiques Injection
Souris Date de naissance Sexe Poids (g) Heure At (sec) Volume V/P (%) Vitesse Q (pg) Q/P (ng/g)
(mL) (mL/sec)

USAHA 1B 10/07/2017 1 19,2| 18/09/2017 10:22 10 1,8 9,38 0,18 34,29 1,79
USA HA 2B 10/07/2017 1 17,5| 18/09/2017 10:54 0 0 0,00 0,00 0,00
USA HA 3B 10/07/2017 1 17,7| 18/09/2017 11:15 0 0 0,00 0,00 0,00
USA HA 4B 15/07/2017 ol 213 18/09/2017 11:27 11 1,4 6,57 0,13 26,67 1,25
USA HA 5B 15/07/2017 2 22| 18/09/2017 11:41 10 1,9 8,64 0,19 36,19 1,65
USA HA 6B 31/07/2017 2 20| 18/09/2017 12:24 10 1,9 9,50 0,19 36,19 1,81
USAHA 7B 31/07/2017 2 24| 18/09/2017 12:12 0 0 0,00 0,00 0,00
USA HA 9B 31/07/2017 2 20| 18/09/2017 12:53 10 1,9 9,50 0,19 36,19 1,81
USA HA 8B 31/07/2017 2 20,3| 18/09/2017 12:39. 11 2 9,85 0,18 38,10 1,88

Tableau 6. Collection des données sur les souris HA injectées. La limite des volumes injectés fixée a 10% du
poids a été respectée (Q/V ~ 10 %) et toutes les souris injectées ont recu une quantité Q de plasmide (ug)
calculée sur la base du volume effectivement injecté, rapporté a la quantité totale de plasmide contenue
dans la seringue.
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4.3 Préléevement de plasma par voie rétro-orbitaire
Plusieurs prélevements de plasma ont été effectués a 24, 48, 72 et 96 heures.

Les préléevements destinés a la mesure antigénique du FVIII ont été réalisés par ponction

dans le plexus rétro-orbitaire chez la souris anesthésiée, a I’aide d’un capillaire hépariné.

Les prélevements destinés a la mesure d’activité pro-coagulante du FVIII ont nécessité
Putilisation de capillaires siliconés (afin d’éviter I'utilisation d’héparine), réalisés au
laboratoire.

Systématiquement, le sang prélevé a été dilué dans du citrate de sodium 3,2% a raison de

10% du volume total.

Les études de cinétique ont été réalisées par le suivi de I’évolution du FVIII antigénique.
Les mesures d’activité procoagulante du FVIII ont été réalisées sur des préléevements de
sang effectués 24 h apres I'injection.

Moins d’une heure aprés chaque prélévement, le sang a été centrifugé a 3500 rpm

pendant 15 min a +4°C.

5 Caractérisation biochimique du FVIII

5.1  Western Blot

La mise en évidence du FVIII a été réalisée a partir de la méthode de Laemmli. A 16 pL de
surnageant ou de plasma ont été ajoutés 4 pL de tampon de Laemmli (0,125 M Tris, pH
6,8, 20 % glycérol, 4 % SDS, 0,004 % bleu de bromophénol et béta-mercaptoéthanol 10 %).
La dénaturation des protéines a été alors activée par chauffage de I’échantillon pendant 5
min a 95 °C.

Les protéines ont été ensuite séparées par électrophorése sur un gel de polyacrylamide
7,5 % dans un tampon contenant du SDS a 0,1%, 25 mM de Tris, 250 mM de glycine, pH 8,3,

dans un champ électrique de 200 V en continu pendant 1h30 environ.
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Les protéines ont été transférées sur un membrane de nitrocellulose en milieu liquide
dans un tampon de transfert (24 mM Tris, pH 8,3, 19,5 mM glycine, 20 % éthanol) sous un

courant continu de 350 mA pendant 90 min.

La membrane a été alors récupérée, lavée dans 2 a 3 bains rapides de 15 mL de TBS-Tween

1X (40 mM Tris pH 7,5, 150 mM Nadl, 0,5% Tween, 1% BSA).

Les sites de fixation non-spécifique ont été saturés par 30 min d’incubation de la
membrane dans une solution de lait écrémé dilué a 5 % dans du TBS-Tween. La membrane
a été ensuite incubée dans 15 mL de solution d’anticorps primaires dilué au 1/3000° (anti-

FVIII polyclonal issu de sérum de lapin) pendant une nuit a + 4°C, sous agitation.

Le lendemain, aprés 3 lavages de 5 min sous agitation avec 15 mL TBS-Tween, la
membrane a été incubée pendant 30 min dans 15 mL de solution d’anticorps secondaires
(1/3000°) couplés a la peroxydase de raifort (Horse Radish Peroxidase, HRP). Elle a été
ensuite lavée a nouveau par 3 bains de 10 min de TBS-Tween, puis recouverte de 2,5 mL

de mélange ImmuneStar.

Le signal a été récupéré par apposition d’un film photographique, révélé puis fixé.

5.2 ELISA

Le dosage immuno-enzymatique du FVIII repose sur la technique ELISA sous forme de kit
commercialisé par Stago (ASSERACHROM® VIII:Ag, Diagnostica Stago, France) en

suivant le protocole fourni avec le kit.

5.3 Dosage d’activité coagulométrique

Ce dosage, basé sur le principe du temps de céphaline avec activateur (TCA), a été réalisé
avec la collaboration du laboratoire d’hémostase de I’hdpital Edouard Herriot, Hospices
Civils de Lyon. L’échantillon a été dilué volume a volume avec un plasma déficient en FVIII
dans lequel a été ajouté le Synthasil (Werfen, Le-Pré-Saint-Gervais, France). Le mélange
est stabilisé pendant 5 min. La réaction est ensuite initiée par I’ajout de 50 pL calcium

(0,02 mol/L). Cette technique a été réalisée sur un automate ACLtop (Werfen).
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5.4 Dosage chromogénique de I’activité

Ce dosage a été réalisé a I’aide du kit Biophen FVIII:C (Hyphen Biomed™, Neuville-sur-Oise,

France) sur un automate ACLtop (Werfen).

-106 -

JACQUELINE
(CC BY-NC-ND 2.0)



RESULTATS

1 Transfection cellulaire et production de FVIII recombinant

1.1 Présentation des plasmides utilisés

Ces deux plasmides posseédent ’ADNc correspondant au FVIII humain dépourvu de
domaine B décrit par Plantier et al. (284). Le pcDNA FVIII-BDD-WT contient une séquence
dont le domaine B a été remplacé par 4 résidus arginine (Figure 16) et pour le second, les

introns 1 tronqués du FIX (tFIX1) ont été insérés en position 1 et 13 des introns du géne F8.

Dans ces deux constructions, le géne d’intérét est placé en 3’ d’un promoteur CMV. Ce
promoteur puissant est particulierement adapté a diverses lignées de cellules humaines
mais également de mammiféres et est aujourd’hui I'un des promoteurs les plus utilisés au

sein de vecteurs viraux et non-viraux (288).

lls ont été utilisés dans le but de comparer les niveaux de sécrétion du FVIII-BDD apres
transfection transitoire des cellules de lignées CHO, HuH7 et HEK. L’utilisation des lignées
cellulaires d’ovaires de hamsters avait pour but d’évaluer la reproductibilité des
précédents travaux effectué au laboratoire (284). En effet, I'insertion des copies de
Pintron 1 du FIX devait permettre une augmentation importance de la sécrétion de la

protéine correspondante.

Lors du clonage cellulaire, la vérification d’une bonne intégration de chacun de ces
plasmides a été effectuée par le biais des genes de résistance bactériens (AmpR:
résistance a I'ampicilline) et eucaryotes (Kan/neoR: confére une résistance a la
généticine/G418)

L’utilisation d’une lignée humaine rénale (HEK) ou hépatique (HUH7) visait a évaluer
I’amélioration de la sécrétion de FVIII chez de nouveaux modéles cellulaires en utilisant la

séquence contenant les deux copies de I'intron 1 tronqué du FIX.
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1.2 Dosage du FVIII antigénique dans les surnageants de cellules transféctées

transitoirement

C’est avec cette ambition que plusieurs séries de transfections transitoires ont été
réalisées. Les trois types cellulaires, ensemencés en boite de Pétri et en une plaque 6
puits, ont été ensemencés puis transfectés en utilisant le plasmides pcDNA FVIII-BDD-
tFIX1(1+13) ou le pcDNA FVIII-BDD-WT. Les surnageants « SVF+ » ont alors été récoltés a
48 h et un dosage antigénique (figure 4) ainsi que des dosages d’activité, en

chromogénique et en chronométrique, ont été réalisés pour chacun des types cellulaires.

Le FVIII a été détecté dans tous les surnageants, indépendamment des lignées cellulaires
et de la construction utilisée, a I’exception des surnageants de cellules non-transfectées.
Les taux étaient variables selon les constructions et les lignées cellulaires. Les plus forts
ont été retrouvés aprés transfection par le pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) avec des
concentrations de 9,7, 10,2 et 37,5 ng/ml pour les cellules CHO, Huh7 et HEK

respectivement.

70,0
I CHO
.. HUH7
B HEK
52,5
S
< 350
S
[T
17,5
371
0,9 I 00 00 00
0,0
pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) pcDNA FVIII-BDD-WT NT

Figure 17. Dosage antigénique du FVIII produit par des cellules CHO (m), Huh7 (") et HEK (M) en
transfection transitoire. Les colonnes représentent la moyenne des taux de FVIII produits par 5.10° cellules
ensemencées, dosés par ELISA. Les trois transfections indépendantes ont été réalisées pour la construction
pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) utilisée sur les lignées CHO et Huhy. Sur la lignée HEK, seules deux
transfections transitoires indépendantes ont été réalisées avec le méme plasmide.
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Les transfections utilisant le plasmide sans intron du FIX (pcDNA-FVIII-BDD-WT) ont
permis de retrouver des taux de FVlll-antigéne de 0,9, 3,1 et 11,7 % pour les cellules CHO,
Huh7 et HEK respectivement. Pour les trois types cellulaires, la concentration de FVIII
dans les surnageants est 3 a 10 fois supérieure apres transfection avec le pcDNA FVIII-
BDD-tFIX1(1+13) que lorsque le pcDNA FVIII sans intron est utilisé. Ces différences sont en
accord avec les résultats obtenus lors des précédents travaux menés au sein du

laboratoire (284).

Indépendamment de la lignée cellulaire, le test ELISA n’a pas permis d’identifier la

moindre trace de FVIII dans les surnageants des cellules non-transfectées.

Par ailleurs, deux transfections transitoires des cellules TRP3 utilisant les constructions
pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) et pcDNA FVIII-BDD-WT ont également été réalisées. Au
terme de ces deux transfections, le FVIIl n’a pas pu étre détecté ni par ELISA

indépendamment de la construction utilisée, ni par western blot.

1. Détermination de ’activité pro-coagulante selon le type cellulaire
p y

L’activité coagulante du FVIII a été déterminée par les techniques, chromogénique et
chronométrique, sur les surnageants des lignées cellulaires CHO, Huh7 et HEK,
ensemencées dans des boites de Pétri a raison de 1.10° cellules et transfectées avec les
constructions pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13), pcDNA FVIII-BDD-WT ou non-transfectées. Les
surnageants obtenus au terme de 72 h d’incubation ont été concentrés 5 fois puis
conservés a -20°C pour étre décongelés extemporanément au moment de "analyse (voir
Tableau 7).

L’activité spécifique a été ensuite calculée par le rapport entre les activités obtenues par
la méthode chronométrique et la quantité (FVIII:Ag) de FVIII mesurée par méthode
immuno-enzymatique dans ces mémes échantillons. L’activité normale du FVIII humain

est de 10 Ul/ug de FVIIL.
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Nom FVIC (%) FVIIC (%) by 06 (%) AS (Ul/mg)

‘ chronométrique colorimétrique

CHO pcDNA FVIII-BDD-WT 1 2,0 0,3 5000
CHO pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) 18,4 9.9 22,0 8364
CHO NT 0,1 0,9 0,0 1111
HUH7 pcDNA FVIII-BDD-WT 0,9 0,7 0,6 12857
HUH7 pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) 6,5 0,4 18,3 3552
HUH7 NT 0 0,5 0,0 0,0
HEK pcDNA FVIII-BDD-WT 0 0,9 23,3 0,0
HEK pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) 0 0,3 109,7 0,0
HEK NT 0 0,8 0,0 0,0

Tableau 7. Résultats des dosages d’activités du FVIII dans les différents types cellulaires et en fonction de
la construction utilisée lors de la transfection.

Les cellules HEK sont les seules pour lesquelles I'activité coagulante du FVIII n’a pas pu
étre détectée. Pourtant, dans ces mémes échantillons, et par rapport aux surnageants
des lignées CHO et Huhy, les taux antigéniques de FVIII avaient été retrouvés 10 et 20 fois
supérieurs pour les cellules transfectées en utilisant les plasmides pcDNA FVIII-BDD-

tFIX1(1+13) et pcDNA FVIII-BDD-WT, respectivement.

Dans les surnageants des cellules Huh7 et CHO, des activités, respectivement de 20 et 7
fois supérieures ont été retrouvées apres utilisation de la construction plasmidique
pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) (18,4 et 6,5 %) par rapport a la construction sans intron (1 et
0,9 %).

Pondérée par la concentration en FVIII:Ag mesurée dans ces échantillons, I'activité
spécifique est néanmoins retrouvée inférieure pour dans les surnageants apres
transfection par le plasmide avec les introns 1 tronqués du FIX par rapport a la

construction sans intron.

Pour les trois lignées cellulaires, Pactivité et la quantité antigénique de FVIII ont été

retrouvées nulles dans les surnageants de cellules non-transfectées.
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1.4 Mise en évidence du FVIII par Western Blot
La caractérisation du FVIII produit apres transfection par les deux différents plasmides
devaient passer par I'observation de la protéine sur un gel de migration.
L’utilisation du Western-Blot pouvait, en effet, apporter la confirmation du bon épissage
des introns tronqués du FIX, le cas échéant, et de la bonne conformation du FVIII produit.
Deux anticorps, disponibles dans le laboratoire, ont été testés afin d’évaluer leur aptitude
a fixer spécifiquement le FVIII :
- Anticorps (Ac) polyclonal (PC) anti-FVIIl issu de sérum immunopurifié de lapins
sensibilisés ;
- Anticorps monoclonal (MC) anti domaine C2 du FVIII (GMA-012, Green
Mountain Antibodies, Burlington, USA).

Les résultats de mise au point se sont révélés en faveur de I'utilisation de I’AcPC anti-FVIII.

Aprés transfection transitoire, le FVIII a donc été recherché par immunoblot dans les

surnageants, notamment celle des cellules Huh7 (Figure 18).
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Figure 18. Western blot. Aprés migration sur gel polyacrylamide a 7,5 %, les protéines ont été transférées
sur une membrane de nitrocellulose. Le FVIII a été visualisé a I'aide de I’anticorps monoclonal détectable
apres utilisation d’un second anticorps couplé a la HRP.
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Les quantités de FVIII dans les surnageants des cellules transfectées par le plasmide sans
intron n’ont pas été suffisantes lors des transfections transitoires pour permettre de
visualiser la protéine par cette méthode. Seul le surnageant des cellules transfectées par
le pcDNA contenant les copies de I'intron 1 du FIX (pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) a permis,
au contraire, la mise en évidence de la chaine lourde de la protéine. En effet le poids
moléculaire retrouvé de 90 kDa est identique a celui de la chaine lourde du témoin FVIII
utilisé (ReFacto®). La bande non spécifique visible sur le blot correspond a la HSA
produite par les hépatocytes de maniere intrinseque et I'importance de cette bande est
susceptible de masquer la chaine légére de 80 kDa a cette concentration du gel en

polyacrylamide (7,5%).

2 Transfection stable — clonage cellulaire

Le laboratoire disposant d’un clone issu de lignée CHO, transfecté avec le plasmide
contenant les insertions de 'intron 1 du FIX, et excellent producteur de FVIII (CHO PD
FVIII Lo clone 12/E1), la transfection clonale a été réalisée sur les deux autres lignées : HEK

et Huh7.

Afin de permettre des caractérisations biochimiques plus avancées et de comparer
efficacement le FVIII produit aprés transfection par nos deux constructions plasmidiques,
des clones, capables de produire des grandes quantités de protéines aprés transfection
par 'une ou par 'autre, étaient nécessaires.

Les deux constructions plasmidiques ont donc été utilisées dans cette étape de
transfection puis de clonage cellulaire : le pcDNA sans les introns 1 du FIX (pcDNA-FVIII-
BDD-WT) et la séquence avec I'insertion des introns 1 du FIX en position des introns 1 et 13
du FVIII (pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13).

Aprés ensemencement des cellules sur des boites de Pétri a raison d’1.10° cellules et
transfection par le pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) ou le pcDNA FVIII-BDD-WT, I'ajout de la

généticine (G418) a permis d’isoler les lignées cellulaires clonales effectivement
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transfectées. Ainsi les clones ont pu étre isolés et repiqués, aprés 3 a 4 semaines de

sélection selon la croissance.

Cette fois, les puits de 3 plaques 96 puits ont été utilisés pour recevoir les clones repiqués
ayant acquis la résistance a la généticine aprés transfection par le pcDNA FVIII-BDD-
tFIX1(1+13) quand une seule a permis le recueil de cellules transfectées avec le pcDNA
FVIII-BDD-WT. Dés leur arrivée a confluence, les lignées clonales ont été comparées entre
elles par une série de dosages immunoenzymatiques, mesurant leur capacité a produire le

FVIII.

Une vingtaine de clones issus de cellules transfectées par le plasmide pcDNA FVIII-BDD-
tFIX1(1+13) s’est révélée capable de produire des taux détectables de FVIII. Parmi eux, les
meilleurs producteurs, ainsi que ceux dotés des plus fortes vitesses de croissances, ont
été amplifiés en plaque 12 puits. Les taux de FVIII antigéniques ont été confirmés par un

deuxiéme test immunoenzymatique sur ces nouveaux surnageants (Figure 19).

Le clone « Huh7 pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) AD12 » (simplifié : Huh7 AD12) s’est révélé
étre le meilleur candidat a la production et a la sécrétion de FVIII avec une concentration
antigénique d’environ 11 ng/ml. Les clones Huh7 AG2 et Huh7 BE2 sécrétaient le FVIII a des
concentrations moindres de 7 et 3 ng/ml respectivement. Les trois clones (AF6, BE3 et
BE6), dont la croissance s’est avérée plus rapide, n’ont pas montré des capacités de
production suffisantes et ont été éliminés. Le clone Huh7 AD12 et les deux autres
meilleurs producteurs (AG2, BE2) ont été conditionnés en cryotubes avec 10 % de DMSO
afin d’étre conservés dans I’azote liquide. Seul AD12 a été utilisé pour la production de

FVIII.

Le protocole a été reproduit afin de créer un clone Huh7 capable de produire le FVIII,

apres transfection par la construction plasmidique sans intron.
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Figure 19. Taux de FVIII:Ag
mesurées par ELISA sur les 6
meilleurs clones. Les cellules
ont été ensemencées en
plaque 12 puits. Les clones
AD12, AG2 et BE2 ont été
conservés et congelés. Le
clone AD12, meilleur
producteur, a été utilisé pour
la production du FVIII. Tous
ces clones provenaient de
cellules transfectées par la
construction plasmidique :
pcDNA-FVIII-BDD-tFIX1(1+13)

les introns étant éliminés, le FVIII produit est identique quelle

que soit la construction plasmidique utilisée. Cependant, 'laugmentation des capacités de

sécrétion sur des lignées CHO devait étre confirmée sur Huhy.

Apres ajout de la G418, tres peu de clones ont pu étre isolés. Les quelques clones repiqués

ont été comparés par la concentration de leur surnageant en FVIIl. Ces taux ont été

beaucoup trop faibles pour envisager une production en quantité suffisante de FVIII (voir

Figure 20).
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Le caractere semi-adhérant des cellules HEK n’a pas permis la transfection clonale par la
méthode de "apparition de colonies sur la boite de Pétri. Apres un échec de tri des clones
par dilution limite, un deuxiéme essai utilisant des boites de Pétri « coatées » avec de la
gélatine a 0,1 % a été réalisé dans le but d’éviter le décollement des cellules avant la

formation de la colonie clonale. Ce test n’a pas fonctionné.

3 Purification du FVIII BDD issu des clones producteurs, CHO et
Huh7, isolés au laboratoire

3.1 Profils de purification

La production de FVIII dans le milieu de culture, par les cellules issues de lignées CHO ou
Huh7, a été menée en paralléle. Les clones CHO PD 12/E1 (CHO 12/E1) et Huh7 AD12 ont été
utilisés, tous deux issus d’une transfection par le pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13).

Apres précipitation des protéines, reprise du précipité dans un tampon adéquat et
dialyse, le FVIIIl BDD a été chargé sur une colonne échangeuse d’anions puis élué a un
débit constant d’1ml/min pendant 70 min a I'aide d’un gradient salin (NaCl 0,15 a 1M).
Aprés collection d’'un premier éluat de 10 ml, des fractions de 1mL ont été collectées

individuellement.

Le taux de FVIII antigénique de chacune des fractions a ensuite été évalué par ELISA afin

d’établir un profil de purification (voir Figure 22).

L’estimation de la quantité cumulée de FVIII dans I’ensemble des fractions collectées a
montré, une nouvelle fois, la supériorité du clone CHO 12/E1 en termes de sécrétion du
FVIII. Sur les 60 fractions de 1 mL obtenues, la moitié a été dosée par ELISA. Ainsi, 1,4 pg
de FVIII a été mesuré dans ces 30 fractions pour le clone CHO 12/E1 contre un peu plus de

0,2 pg de FVIII pour le clone AD12, soit 7 fois moins pour un méme volume d’éluat.
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Ces mémes dosages ont permis d’évaluer la quantité antigénique de FVIII produit dans un
litre de surnageant de production. Pour chaque fraction non dosée, la valeur de FVIII :Ag
a été estimée égale a la moyenne des taux FVIII antigéniques mesurés dans la fraction
précédente et la suivante. Ainsi la quantité de FVlll-antigéne totale a été estimée a 2,4

pg/L et 0,4 pg/L pour les clones CHO 12/E1 et HuH7 AD12 respectivement (voir Figure 22).

FVIII Production - Huh7 pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) clone AD12
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Pour le clone CHO 12/E1, les fractions de purification 12 a 28 ont provoqué une saturation
de I’absorbance a la longueur d’onde de 450 nm. Ces valeurs ont été arbitrairement
déterminées égales a la derniére valeur précisément évaluée par I’ELISA, sous-estimant

ainsi de beaucoup la quantité de FVIII produite par ce clone dans 1L de surnageant.

3.2  Mesures d’activité pro-coagulante

La mesure d’activité pro-coagulante a été réalisée en vue de comparer le FVIII lorsqu’il est
produit par les deux clones cellulaires a partir de la méme construction. Cette mesure
atteste également de la fonctionnalité de la protéine, caractéristique importante lors de

la création d’un modele cellulaire en vue d’une production de la protéine.
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Cette étape est d’autant plus importante qu’il nous a été impossible de nous assurer du
bon épissage des copies de I'intron 1 du FIX par Western Blot, en comparant le FVIII

lorsqu’il est produit aprés transfection par les deux plasmides.

Pour cette mesure une étape de concentration a été réalisée. En effet, devant les faibles
taux antigéniques retrouvés dans les surnageants de production, et afin d’évaluer

I’activité de la protéine avec le plus de précision possible, cette étape était indispensable.

Le FVIII étant une protéine de grande fragilité, la concentration des surnageants de
culture des cellules CHO 12/E1 et Huh7 AD12 a été réalisée en paralléle de la concentration
d’un surnageant de cellules Huh7 non-transfectées, dans lequel a été dilué 100 ng/mL de

ReFacto®, concentration correspondante a un 100 % d’activité dans le plasma humain.

Apres concentration, un test ELISA a été réalisé sur les trois surnageants ainsi obtenus :

- Surnageant de cellules Huh7 non transfectées + ReFacto;
- Surnageant de cellules Huh7 AD12 productrice de FVIII-BDD ;

- Surnageant de cellules CHO 12/E1 productrice de la méme protéine.

FVIII:C FVIIl:Ag
Dosage chromogénique ELISA
ReFacto 41,83 % 46 %
Huh7 AD12 4,67 % 19,72 %
CHO 12/E1 286,16 % 37 %

Tableau 8. Dosage de I’activité pro-coagulante du FVIII produit par les clones issus de cellules transfectées
par le pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13). Tous les surnageants ont été concentrés 20 fois permettant I’obtention
de 500pL de surnageant concentré.

D’aprés les dosages antigéniques (Tableau 8), un peu plus de la moitié de la quantité
antigénique du ReFacto® a été estimée perdue, les taux étant passés de 100 a 46 ng/mL
de surnageant. La quantité de FVIII-BDD dans le milieu de culture concentré des cellules

CHO 12/E1 et Huh7 AD12 était de 37% et 20%, respectivement.
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La structure du FVIII-BDD étant peu différente de celle du ReFacto®, a I’exception du
domaine B résiduel remplacé par 4 résidus arginine pour la séquence du FVIII-BDD-
tF1X1(1+13) contre 13 pour le ReFacto®, on peut estimer que la moitié de tous les FVIII-BDD

de cette étude a été perdue au moment de cette étape de concentration.

Dans un deuxiéme temps, I’activité pro-coagulante du FVIII a été mesurée pour chaque
échantillon de milieu de culture concentré (Tableau 8). Les valeurs des activités étaient de
42%, 5% et 286 % pour le surnageant des cellules non-transfectées additionné de ReFacto,
et les surnageants des clones Huh7 AD12 et CHO 12/E1 respectivement.

Pour le ReFacto®, le rapport de 'activité (41,83% = 41,83 1U/dL) sur la quantité antigénique
(46% = 46 ng/mL = 4,6.10° mg/dL) permet le calcul d’une activité spécifique égale a 9000
|U/dL approximativement. Ce résultat est en accord avec les RCP du produit (AS = 7 600 a

13 800 Ul/dL) et valide donc la technique pour le ReFacto, utilisé ici comme controle.
L’activité spécifique du FVIII-BDD lorsqu’il est synthétisé par le clone Huh7-AD12 a été
également calculée et trouvée égale a 2400 Ul/mg de protéine.

Le méme calcul permet I'obtention d’une activité spécifique pour la méme protéine,

lorsqu’elle est synthétisée par le clone CHO 12/E1, égale a 77 300 Ul/mg de protéine.

4 Expérience d’injection hydrodynamique de plasmide chez les
souris hémophiles A

La production de FVIII par les cellules HUH7 s’est donc avérée trop faible pour permettre
la production d’une quantité de protéines suffisante a sa caractérisation in vitro et in vivo.
Nous avons étudié la possibilité de nous affranchir de ces étapes de culture cellulaire,

production et purification protéique, chronophages et couteuses.

L’injection hydrodynamique permettant de provoquer I’expression transitoire d’un gene
au niveau hépatique semblait alors une bonne alternative a I’étude in vitro sur Huh7.
Dans cette partie de I’étude, seul le plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13), contenant les

copies de I'intron-1 tronqué du FIX, a été utilisé.
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4.1 Injection du plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) : détails opératoires

Caractéristiques Injection
Souris Date de naissance Sexe Poids (g) Heure At (sec) Volume V/P (%) Vitesse Q (pg) Q/P (ug/g)
(mL) (mL/sec)
USAHA1A [NC 1 18,20 20/02/2017 15,00 2,50 0,14 0,17 40,12 2,20
USAHA2A [NC 1 20,30 20/02/2017 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
USA HA 3A 12/12/2016 2 19,90 20/02/2017 13,00 2,00 0,10 0,15 32,10 1,61
USA HA 4A 12/12/2016 2 20,50 20/02/2017 15,00 2,00 0,10 0,13 32,10 1,57
USA HA 5A 12/12/2016 2 20,60 20/02/2017 16,00 1,80 0,09 0,11 28,89 1,40
USA HA 6A 12/12/2016 2 17,32 21/02/2017 12,00 2,00 0,12 0,17 32,10 1,85
USAHA7A 31/01/2017 1 16,80 21/02/2017 12,00 2,00 0,12 0,17 32,10 1,91
USA HA 8A 31/01/2017 1 18,50 22/02/2017 15,00 2,00 0,11 0,13 32,10 1,73
USAHA9A [NC 1 18,20 22/02/2017 14,00 2,00 0,11 0,14 32,10 1,76
USA HA 10A |[NC 1 15,80 22/02/2017 7,00 1,00 0,06 0,14 16,05 1,02
USA HA 11A |NC 1 16,80 22/02/2017 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Caractéristiques Injection
Souris Date de naissance Sexe Poids (g) Heure At (sec) Volume V/P (%) Vitesse Q (pg) Q/P (ug/g)
(mL) (mL/sec)

USAHA 1B 10/07/2017 1 19,2| 18/09/2017 10:22 10 1,8 9,38 0,18 34,29 1,79
USA HA 2B 10/07/2017 1 17,6 18/09/2017 10:54 0 0 0,00 0,00 0,00
USA HA 3B 10/07/2017 1 17,7| 18/09/2017 11:15 0 0 0,00 0,00 0,00
USA HA 4B 15/07/2017 2 21,3| 18/09/2017 11:27 11 1,4 6,57 0,13 26,67 1,25
USA HA 5B 15/07/2017 2 22| 18/09/2017 11:41 10 1,9 8,64 0,19 36,19 1,65
USA HA 6B 31/07/2017 2 20| 18/09/2017 12:24 10 1,9 9,50 0,19 36,19 1,81
USAHA 7B 31/07/2017 2 24| 18/09/2017 12:12 0 0 0,00 0,00 0,00
USA HA 9B 31/07/2017 2 20| 18/09/2017 12:53 10 1,9 9,50 0,19 36,19 1,81
USA HA 8B 31/07/2017 2 20,3| 18/09/2017 12:39 11 2 9,85 0,18 38,10 1,88

Tableau 9. Collection des données sur les souris HA injectées. La limite des volumes injectés fixée a 10% du
poids a été respectée (Q/V < 10 %). La quantité Q de plasmide (pug) recue par chaque souris a été calculée sur
la base du volume effectivement injecté (V), rapporté a la quantité totale de plasmide dans les 2 a 2,5 ml de
solution contenue dans la seringue.

Selon le protocole établi précédemment (Matériels et Méthodes), deux séries de souris
hémophiles A ont donc été injectées par la construction plasmidique (pcDNA FVIII-BDD-

tFIX1(1+13) : une série A et une série B.

Cette étape de I'étude a permis de mettre en ceuvre un protocole d’injection
hydrodynamique de plasmide chez les souris hémophiles A au sein de la structure
animaliere ALECS. Ainsi les conditions optimales d’injections et de prélevements ont été

déterminées ou confirmées, visant a respecter au maximum le bien-étre des animaux.

C’est la raison pour laquelle de nombreux criteres d’ordres expérimentaux seront

inventoriés et considérés ici.
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Pour chacune des souris hémophiles A, 40 pg de plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13)
ont été dilués dans 2 a 2,5 mL de PBS 1X stériles et filtrés (0,5um). En moyenne, 31ug (SD =
6) de plasmide étaient effectivement injectés lors de la premiére série et 35 pg au cours
de la seconde série (SD=4) (voir Tableau 9). Cette variation est due au fait que la

technique était mieux maitrisée lors de la seconde série d’injections.

De la méme maniére, la vitesse d’injection moyenne au moment de la premiére série était

de 150uL/sec pour 180opL/sec pour la deuxiéeme série (voir Tableau 9).

En revanche, le volume moyen injecté n’a pas évolué avec des valeurs de 1,9 mL et 1,8 mL
pour la premiére et la deuxieme série respectivement. Ceci doit étre pondéré par le fait
que les seringues préparées pour les injections de la premiére série contenaient un
volume de solution plasmidique supérieure mais de concentration plus faible. Ceci
explique donc la discordance entre la diminution des volumes moyens et I'laugmentation

des quantités moyennes de plasmide injectées.

Sur les 11 souris de la premiere série, 8 (73%) ont recu un volume équivalent a 10 % de leur
poids corporel et une (HA USA 10A) n’a recu qu’imL de solution plasmidique (6% du
poids). Les deux dernieres souris n’ont pas pu étre injectées, les abords veineux n’étant
pas atteints.

Lors de la deuxieme série réalisée sur 9 souris, 6 (67%) ont été injectées ; I'injection s’est
faite correctement et sans résistance. De ces 6 souris, une (HA USA 8B) n’a pas survécu et
une (HA USA 4B) n’a pas recu un volume suffisant (1,4 mL) pour assurer une bonne

pression hydrostatique au niveau du réseau hépatique (voir Tableau 9).

Au total sur les 20 souris incluses dans les deux séries, 12 (70%) ont été injectées d’un

volume correspondant a environ 10 % de leur poids corporel.

4.2 Cinétique et mesure du FVIII antigénique dans le plasma des souris HA apreés
injection hydrodynamique du plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13)

Suite aux injections, les souris ont été entretenues une semaine dans les conditions

habituelles d’hébergement. Des prélévements de plasma ont été effectués a 24, 48, 72 et
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96h apres linjection. Ces prélevements ont été réalisés au niveau du plexus rétro-
orbitaire en utilisant des capillaires héparinés pour la mesure des taux antigéniques et des
capillaires dont la face interne a été siliconée pour les prélevements destinés a la mesure

d’activité.

Sur les 8 souris (USA HA 1A et 3A a 10A) injectées lors de la série A, 5 (63%) avaient des
taux de FVIII circulant significativement détectables par dosage immuno-enzymatique.
Sur ces 5 souris, une seule (USA HA 5A) avait un taux circulant (19%) trés inférieur a la

moyenne des taux FVIll-antigene de ces 5 souris (170%) (voir Tableau 10).

En revanche, dans les plasmas de chacune des 4 souris injectées lors de la série B et ayant
recu un volume de solution plasmidique adéquat, des taux antigéniques de FVIII allant de

300 (souris HA USA1) a 570 % (souris HA USA6) ont été mesurés 24 heures aprés

I’injection.

1 jour 2 jours 3 jours 4 jours
Souris FVIil:Ag FVIII:Ag/Q |FVIli:Ag FVIII:Ag/Q |FVIli:Ag FVIII:Ag/Q |FVIlI:Ag FVIIl:Ag/Q
USA HA 1A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
USA HA 2A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
USA HA 3A 145,76 4,54 129,35 4,03 110,68 3,45 14,28 0,44
USA HA 4A 210,82 6,57 137,09 4,27 41,17 1,28 4,02 0,13
USA HA 5A 18,59 0,64 1,00 0,03 0,19 0,01 0,10 0,00
USA HA 6A 186,89 5,82 156,72 4,88 27,82 0,87 1,55 0,05
USAHA7A 289,73 9,03 329,70 10,27 52,17 1,63 10,49 0,33
USA HA 8A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
USA HA 9A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
USA HA 10A 0,87 0,05 0,02 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
USA HA 11A 0,46 0,00 0,03 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00

Tableau 10. Résultat des dosages antigéniques pour les souris de la série A. Ces valeurs ont été obtenues
par dosage immunoenzymatique du FVIII contenu dans les plasmas des souris injectées, 24, 48, 72 et 96 h
apres injection hydrodynamique du plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13).
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J1
Souris Date/Heure Poids (g) V (mL) Dont Citrate FVIII:Ag FVIII:Ag
citrate (pl)
USAHA 1B 19/09/2017 11h30 18,30 128,00 20,00 15,6 % 250,29 296,64
USA HA 2B 19/09/2017 11h10 17,30 222,00 22,00 9,9 % 0,00 0,00
USA HA 3B 19/09/2017 11h20 17,60 222,00 22,00 9,9 % 0,00 0,00
USA HA 4B 19/09/2017 11h35 21,10 200,00 20,00 10,0 % 0,00 0,00
USA HA 5B 19/09/2017 11h40 21,80 220,00 20,00 9,1 % 424,30 466,72
USA HA 6B 19/09/2017 12h10 19,60 200,00 10,00 5,0 % 544,86 573,54
USAHA 7B 19/09/2017 11h50 20,60 430,00 30,00 7,0 % 0,00 0,00
USA HA 9B 19/09/2017 12h00 19,40 200,00 10,00 5,0 % 431,55 454,27
USAHAS8BB |t
J2
Souris Date/Heure Poids (g) V (mL) Dont Citrate FVIII:Ag FVIII:Ag
citrate (pl)
USAHA 1B 20/09/2017 10h30 18,20 222,00 22,00 9,9 % 104,05 115,49
USA HA 2B 20/09/2017 10h35 17,10 155,00 15,00 9,7 % 0,00 0,00
USA HA 3B 20/09/2017 10h40 17,90 244,00 24,00 9,8 % 0,00 0,00
USA HA 4B 20/09/2017 10h45 20,60 277,00 27,00 9,7 % 0,00 0,00
USA HA 5B 20/09/2017 10h50 22,00 233,00 23,00 9,9 % 229,69 254,85
USA HA 6B 20/09/2017 11h08 19,40 244,00 24,00 9,8 % 363,19 402,81
USAHA 7B 20/09/2017 11h02 20,00 222,00 22,00 9,9 % 0,00 0,00
USA HA 9B 20/09/2017 10h58 19,60 278,00 28,00 10,1 % 366,10 407,10
USAHAS8BB |t
J3
Souris Date/Heure Poids (g) V (mL) Dont Citrate FVIII:Ag FVIII:Ag
citrate (pl)
USAHA 1B 21/09/2017 10h25 17,70 333,00 33,00 9,9 % 36,96 41,03
USA HA 2B 21/09/2017 10h27 16,80 222,00 22,00 9,9 % 0,00 0,00
USA HA 3B 21/09/2017 10h30 17,10 244,00 24,00 9,8 % 0,00 0,00
USA HA 4B 21/09/2017 10h34 20,20 278,00 28,00 10,1 % 0,00 0,00
USA HA 5B 21/09/2017 10h38 20,00 244,00 24,00 9,8 % 66,62 73,89
USA HA 6B 21/09/2017 10h50 19,60 278,00 28,00 10,1 % 111,15 123,60
USAHA 7B 21/09/2017 10h43 20,00 211,00 21,00 10,0 % 0,00 0,00
USA HA 9B 21/09/2017 10h53 19,90 278,00 28,00 10,1 % 118,50 131,77
USAHAS8BB |t
J4
Souris Date/Heure Poids (g) V (mL) Dont Citrate FVIII:Ag FVIIL:Ag (pl)
citrate
USAHA 1B 22/09/2017 10h46 18,00 509,00 49,00 9,6 % 1,07 1,18
USA HA 2B 22/09/2017 10h55 16,40 498,00 48,00 9,6 % 0,00 0,00
USA HA 3B 22/09/2017 10h59 17,40 556,00 56,00 10,1 % 0,00 0,00
USA HA 4B 22/09/2017 11h07 20,60 454,00 44,00 9,7 % 0,00 0,00
USA HA 5B 22/09/2017 11h11 21,40 722,00 72,00 10,0 % 3,11 3,45
USA HA 6B 22/09/2017 11h24 19,60 498,00 48,00 9,6 % 2,90 3,21
USAHA 7B 22/09/2017 11h27 20,30 556,00 56,00 10,1 % 0,00 0,00
USA HA 9B 22/09/2017 11h35 19,90 756,00 76,00 10,1 % 4,99 5,55
USAHAS8BB |t

Figure 22. Résultat des dosages de FVIll-antigéne réalisés sur les plasmas des souris injectées faisant partie
de la série B. FVIII :Ag (pl) est la valeur du FVIII antigénique (FVIII :Ag) corrigée de la quantité de citrate 3,2 %
apportée au volume V de plasma.
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La moyenne des mesures du FVlll-antigéne réalisées sur les plasmas des souris (1)
correctement injectées et (2) ayant des taux circulants détectables sur ELISA 24 heures
apres I'injection, était donc de 170% (SD = 99,8) et 413% (SD = 121,6) pour les séries A et B
respectivement.

Sur les 4 souris de la série A, chez lesquels des taux circulants supérieurs a 100 % ont été
mesurés 24 h apres l'injection, toutes avaient un taux de FVIII antigénique détectable 96
heures aprés I'injection (moyenne = 7,59%; SD = 5,84). Ce résultat a été confirmé par la
reproduction de I’expérience avec une moyenne de FVIIlantigénique néanmoins

inférieure chez les souris de la séries B (moyenne = 3,02 % ; SD =1,79) (voir Figure 22).
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Figure 23. Cinétique des concentrations antigénique de FVIII circulant chez les souris hémophiles A
injectées par le plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) des deux séries. La mesure immuno-enzymatique du
FVIII dans les plasmas a été réalisé pour I'intégralité des souris injectées ou non, correctement ou non. Sont
répertoriées ici les souris pour lesquelles le FVIII antigénique a été retrouvé détectable a J1. Ceci exclus les
souris USA HA 1A, 8A, 9A et 11A de la série A et la souris USA HA 4B de la série B.
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Les prélevements de plasma chez les souris des deux séries, a 24, 48, 72 et 96 heures, a
permis d’établir une évaluation de la cinétique des taux antigéniques de FVIII circulant
chez chacune des souris (voir Figure 23).

Aprés 'obtention d’un pic a 24h de l’injection, une phase décroissance lente a été
observée, suivie d’'une diminution beaucoup plus rapide des taux antigéniques de FVIII

plasmatique.

Les taux de FVIII:Ag mesurés dans les plasmas des souris hémophiles A 96 heures aprés

P’injections hydrodynamiques ont été de 4,7% en moyenne (SD = 4,7).
4.3 Mesure d’activité

Des mesures de |'activité pro-coagulante du FVIII ont été réalisées ensuite sur les plasmas
des souris hémophiles A. L’objectif de cette étape consistait a démontrer la sécrétion
d’un FVIII fonctionnel, apres injection hydrodynamique du plasmide pcDNA FVIII-BDD-
tFIX1(1+13). Cette caractérisation, cruciale pour ’évaluation de notre variant, n’avait pas

pu étre réalisée in vitro a partir du modele cellulaire Huh7.

J1
Souris Date/Heure Poids(g) V (mL) Dont Citrate FVIII:C
citrate

USA HA 1B 19/09/2017 11h30 18,30 500,00 50,00 10,0 % 107,16
USA HA 2B 19/09/2017 11h10 17,30 110,00 10,00 9,1 % 0,00
USA HA 3B 19/09/2017 11h20 17,60 260,00 10,00 3,8 % 0,00
USA HA 4B 19/09/2017 11h35 21,10 330,00 30,00 9,1 % 0,00
USA HA 5B 19/09/2017 11h40 21,80 480,00 50,00 10,4 % 210,27
USA HA 6B 19/09/2017 12h10 19,60 480,00 60,00 12,5 % 231,48
USAHA 7B 19/09/2017 11h50 20,60 530,00 40,00 7,5 % 0,00
USA HA 9B 19/09/2017 12h00 19,40 255,00 25,00 9,8 % 182,73
USAHAS8B |t

Tableau 11. Données concernant le prélévement des plasmas des souris hémophiles A en vue de la mesure
de Pactivité procoagulante du FVII-BDD (FVIII:C). Ces plasmas ont été prélevés 24h aprés injection
hydrodynamique du plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13), a I"aide de capillaires siliconés. La mesure de
I’activité pro-coagulante du FVIII a été réalisée par dosage chromogénique.
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Ces mesures ont été réalisées sur les souris de la série B uniquement. Les plasmas ont été
obtenus aprés un prélévement de sang dans le plexus rétro-orbitaire a I'aide de pipettes
pasteurs dont la face interne a été siliconée au laboratoire, évitant Iutilisation des
capillaires héparinés. Le sang a été citraté (citrate de Na 3,2 %) afin d’inhiber le

déclenchement de la coagulation (voir Tableau 11).

J1
Souris FVIII:C (%) FVIII:Ag (%) FVII:C/FVIIl:Ag Activité spécifique (Ul/dL)
USA HA 1B 107,16 250,29 2,34 4281,46
USA HA 2B
USA HA 3B
USA HA 4B
USA HA 5B 210,27 424,30 2,02 4955,75
USA HA 6B 231,48 544,86 2,35 4248,40
USA HA 7B 0,00 0,00 0,00
USA HA 9B 182,73 431,55 2,36 4234,22
USAHAS8B |

Tableau 12. Récapitulatif des valeurs de FVIil-antigene (FVIII:Ag) et d’activité pro-coagulante du FVIII
(FVIII :C) dans les plasmas des souris hémophiles A de la série B. Les plasmas des souris hémophiles A ont
été prélevés 24h aprés I'injection hydrodynamique du plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13). La mesure de
FVIII :C a été réalisée par dosage chromogénique ; la valeur des taux antigéniques, FVIII:Ag, a été obtenue
par dosage immuno-enzymatique (ELISA). Le rapport entre valeur antigénique et activité pro-coagulante
ainsi que Pactivité spécifique du FVIII circulant a été calculé a partir de ces valeurs.

L’activité pro-coagulante du FVIII (FVIII :C) a été mesurée dans les plasmas de I'intégralité
des souris de la série B, prélevés 24 heures aprés I'injection hydrodynamique du plasmide

pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) (voir Tableau 12).

Dans les plasmas des 3 souris (USA HA 2B, 3B et 7B) n’ayant pas été injectées, aucune
activité n’a pu étre mesurée. Pour la souris USA HA 4B, dont le volume injecté n’a pas
atteint la limite de 10 % du poids corporel (mL/g) (Tableau 9), aucune activité n’a été
détectée (voir Tableau 9) ce qui est en adéquation avec la mesure des taux antigéniques

circulants (voir Tableau 10).

Pour toutes les souris ayant montré des taux antigéniques de FVIII non-nuls 24 h apreés
injection, le rapport antigéne sur activité pro-coagulante a été systématiquement égal a

environ 2,3 (moyenne (FVIII :Ag/FVIII :C) =2,3; SD = 0,2). Ce résultat est en adéquation
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avec les pratiques de laboratoires dans les dosages antigéniques du FVIII plasmatique et
d’activité pro-coagulante du FVIIl dans le cadre de I'utilisation de FVIII BDD.

Ce rapport variant peu, atteste de la trés bonne corrélation entre mesure d’activité pro-
coagulante et le dosage antigénique du FVIII dans les plasmas de ces souris hémophiles A

(R*=0,924).

A P’exception de la souris USA HA 5B, les activités spécifiques calculées varient tres peu
entre les différentes souris hémophiles A, 24 heures apres I'injection hydrodynamique

(moyenne = 4430 Ul/dL; SD = 351).
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DISCUSSION

La premiere partie de ce projet avait "ambition d’évaluer de nouveaux matériels
cellulaires afin de produire un FVIII recombinant le plus fidéle possible au FVIII

plasmatique.

La littérature s’enrichie d’année en année sur 'importance des PTMs du FVIII et sur leur
possible lien avec le potentiel immunogéne des molécules injectées au cours de la

prophylaxie substitutive en FVIII chez les hémophiles (289-292).

A I’exception de quelques-uns, les rFVIIl commercialisés sont produits sur des cellules de
mammiféres, dont les arsenaux enzymatiques different de ceux des cellules humaines. lls
ont donc subi des PTMs différentes remises en cause par une partie de la communauté

scientifique.

Dans ce travail, ont donc été inclus de nouveaux matériels cellulaires, choisis au regard de
la littérature. Premiérement, les cellules CHO sont actuellement les plus utilisées pour la
production industrielle de rFVIIl. Elles produisent de grandes quantités de protéines et
sont dotées d’une vitesse de croissance tres importante. Les cellules HEK ont été incluses
en réponse a la publication puis la commercialisation du Nuwiq® (Octapharma) (voir
4.6.3.Facteurs VIIl recombinants : rFVIII). Par ailleurs, les cellules Huh7 ont été choisies
pour leur origine humaine et hépatique, et leur efficacité démontrée dans I’amélioration
des PTMs lors de la production de FIX (281). Enfin, les cellules de la lignée TRP3 ont
récemment été immortalisées a Lyon (283), a partir de cellules endothéliales des sinus
hépatiques, naturellement productrices de FVIII humain. Elles représentent donc
potentiellement le modele cellulaire le plus fidéle pour une production de FVIII

recombinant.
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Pour cette lignée TRP3, le critére de faisabilité s’est avéré déterminant. En effet, affublées
d’une croissance extrémement lente, elles sont un modele difficilement exploitable en
vue d’une production de FVIII suffisante pour une caractérisation avancée de la protéine
et, a fortiori, pour une éventuelle production industrielle, d’autant plus que ces cellules ne

produisent pas naturellement du FVIII décelable par le kit ELISA utilisé au laboratoire.

Apres transfection transitoire des cellules TRP3 par le pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13)
comme le pcDNA-FVIII-BDD-WT, les dosages immunoenzymatiques réalisés sur les
surnageants n’ont pas permis non plus de mettre en évidence la moindre activité

sécrétoire de FVIII.

Ces essais menés dans ce travail de thése n’ont pas permis d’infirmer ni de confirmer leur
capacité a produire le FVIII de maniere intrinséque. Le faible nombre de cellules mises en

culture a été un facteur limitant majeur pour la poursuite de cette étude.

L’optimisation des techniques de transfection, de vectorisation et des conditions de
cultures pourrait cependant améliorer ces résultats et permettre une exploration aboutie
des caractéristiques d’un FVIII produit in vitro par les cellules naturellement productrices.
Ainsi ’'adaptation de la séquence promotrice (Tie2 promoter, promoteur du récepteur au
VEGF,...), la transduction par le biais de vecteurs viraux pourraient permettre d’obtenir
des cellules de I’endothélium des sinus hépatiques, la production d’un rFVIIl en plus

grande quantité.

La suite de ce travail s’est donc naturellement orientée vers I’exploration des différences
entre le FVIII produit par la lignée Huh7 et la méme protéine produite a partir de lignée
HEK et CHO, apres transfection transitoire, dans un premier temps.

Ces premiers essais ont confirmé les travaux de la littérature, montrant une capacité de
sécrétion de FVIII des cellules HEK supérieure a celle des cellules CHO (293) quelle que
soit la taille de la séquence insérée. En effet, les taux de FVIII antigénique dans les

surnageants des cellules HEK étaient 4 et 11 fois supérieurs (Figure 17) a celui du milieu de
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culture des cellules CHO, pour les constructions plasmidiques pcDNA FVIII-BDD-WT et
pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) respectivement.

Les taux de FVIII:Ag mesurés dans les surnageants des cellules Huh7 se sont révélés peu
différents de ceux retrouvés dans les surnageants des cellules CHO, et trés inférieurs a

celui des cellules HEK.

En résumé pour ces trois lignées, la transfection par le plasmide pcDNA FVIII-BDD-
tF1X1(1+13) a permis ’obtention de taux de FVIII antigéniques 3 a 10 fois supérieurs a ceux
mesurés apres transfection par le plasmide exempt de copies de I'intron 1 tronqué du FIX
(Figure 17). Si Paugmentation de production induite par I’ajout des introns 1 tronqués du
FIX dans la séquence complémentaire du géne F8, ne semble pas aussi importante pour
les cellules HEK et Huhy, les résultats obtenus par transfection transitoire de la lignée
CHO confirment les précédents travaux menés au sein du laboratoire lors de la

conception de cette séquence complémentaire (284).

Les mesures d’activité pro-coagulante, (FVIII:C) réalisées afin de comparer Ia
fonctionnalité de la protéine de FVIII lorsqu’elle est produite sur les 3 lignées étudiées,
ont montré des résultats aberrants, notamment pour les cellules HEK et les cellules CHO.
Ces discordances entre les mesures antigéniques et d’activité procoagulante du FVIII,
pourtant réalisées sur les mémes échantillons de surnageant, pourraient avoir deux
origines :

- La présence dans les milieux de cultures de protéines, fonctionnelles ou non,
interférant avec les tests réalisés;

- La coloration des milieux de culture : le milieu de culture DMEM utilisé pour
I’entretien des cellules HEK est un milieu trés rouge. Les milieux de culture
utilisés pour la culture des cellules Huh7 et CHO, orangés, adoptent une
couleur rouge sombre également aprés concentration. Le test chromogénique,
basé sur une lecture d’absorbance n’aurait donc pas d( étre une option au
regard du risque d’interférence. En effet, la p-nitroanilline produite lors de la

deuxieme étape du test et détectée par I'apparition d’une couleur jaune,
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mesurée par absorbance a405 nm. A cette longueur d’onde, la couleur rouge
du milieu pourrait avoir interféré avec les résultats;

- Enfin, le FVIII étant caractérisé par une extréme fragilité, il est possible qu’il se
soit dégradé au cours des étapes de production ou de conditionnement. A
nouveau, il est possible que des composants des surnageants de culture soient
a Porigine des variations de la quantité de FVlll-antigéne mesurée pour les

différents types cellulaires.

La mesure de I’activité procoagulante du FVIII sur des surnageants cellulaires pose elle
aussi de nombreux problémes. En effet, aprés concentration, les milieux de culture
cellulaire deviennent visqueux de par I'augmentation d’albumine par exemple, ceci les a
probablement rendus impropres a un dosage de coagulation par turbidimétrie. Pour
obtenir une mesure d’activité exploitable, la purification est indispensable, le risque étant
de multiplier les étapes préopératoires occasionnant une perte de la fonction de la
protéine et donc de sous-estimer 'activité du FVIII. En effet, puisque les taux obtenus
avec le clone Huh7 AD12 sont faibles, méme apres purification, la concentration reste
nécessaire. L’augmentation des capacités de production et de sécrétion est donc

indispensable.

D’une part, les cellules Huh7 sont donc capables de produire un rFVIII apres transfection
transitoire par le plasmide pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13) de maniére stable, et a taux
constants, compatibles avec une production a grande échelle. En revanche, la
fonctionnalité de la protéine n’a pas pu étre déterminée. D’autre part, pour une
(292)exploitation industrielle, la sécrétion de HSA (albumine) de maniére intrinseque
pourrait s’avérer étre un inconvénient de taille, allant a contre-courant de I’élimination
des protéines humaines et animales au cours des générations. L’incidence d’apparition de
anticorps inhibiteurs du FVIII dans le cadre de la thérapie substitutive semble diminuée
par I'utilisation de concentrés de troisieme génération («albumin free ») par rapport a

ceux des générations précédentes (292, 294). Lillicrap et collaborateurs ont récemment
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proposé un modéle de mécanisme pharmaco-biologique I'immunogénicité des rFVIll,
soutenant que I’état des connaissances actuelles ne permettait en aucun cas d’attribuer a
’albumine, ni aux autres protéines utilisées dans la galénique de ces produits un
quelconque réle immunogéne. Pourtant, la littérature ne permet pas de l'infirmer, et le
réle de I'albumine contenue dans les rFVIII de 1™ et 2° génération ne peut étre pleinement

écarté.

Afin de permettre une exploration des caractéristiques biochimiques de la molécule, les

capacités de production doivent étre encore améliorées.

Dans le cas des cellules Huh7, comme décrit dans la littérature, le milieu de culture peut
étre optimisé afin d’augmenter significativement la production protéique et donc de
FVIII, par I'ajout d’interleukines comme IL6 ou IL-1B (295). De la méme maniére, Denis et
collaborateurs montraient également une augmentation significative de la sécrétion du
FVIII mais également celle du VWF sur des cellules aprés ajout d’interleukine 11 dans le

milieu de culture (296).

Des publications récentes montrent également comment la composition du milieu de
culture intervient de maniére importante dans les processus enzymatiques responsables
de PTM. A ce titre, Enjolras et collaborateurs ont montré "amélioration des taux de
récupération du FIX lorsqu’il est produit sur les cellules Huhy, expliquant cette
amélioration par I’apport d’une phosphorylation non-retrouvée chez le FIX recombinant
produit par des cellules CHO (282). Des études plus avancées permettraient d’évaluer la

transposition de ces résultats au FVIII lorsqu’il est produit par des cellules Huh7.

Une étude plus approfondie des PTMs du FVIII produit sur les cellules Huh7 et une
comparaison de la méme protéine produite par d’autres lignées cellulaires pourraient
évaluer l'intérét de cette lignée, notamment au regard des glycosylations. Des
optimisations de la technique de transfection, notamment permettant 'laugmentation du
nombre de copies plasmidiques intégrées du pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13), pourraient

pallier le défaut de sécrétion des cellules Huh7 par rapport aux lignées HEK.
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De telles études pourraient, par ailleurs, apporter des informations précieuses sur les
caractéristiques biochimiques du FVIII dans le cadre de la thérapie génique, méthode
utilisant des vecteurs viraux de type AAV pour transduire les hépatocytes des hémophiles

A dont les premiers essais cliniques ont débuté. (297, 298)

La deuxiéme partie de ce projet s’inscrit dans la continuité du travail de caractérisation du
FVIII produit apres transfection par le pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13), entamé sur des

modeles cellulaires notamment le modeéle cellulaire hépatique.

En effet, le FVIII est une protéine fragile, capable de ne supporter qu’un nombre trés
limité de manipulations (et surtout de congélations/décongélations). Les techniques de
production cellulaires, de purification protéique, de concentration, sont autant de

facteurs de détérioration de la protéine.

En revanche, linjection hydrodynamique repose sur [Iinjection d’une solution
plasmidique. L’intérét premier des injections hydrodynamiques est de diriger

préférentiellement le plasmide et donc I’expression de celui-ci dans le foie de I’animal.

Si la technique semble démocratisée a I’étranger, en France, elle reste sujette a
controverse. Les Autorités d’Ethique autorisant ou non les protocoles d’expérimentations

animales ’estiment sévere, et ’obtention d’une telle autorisation est difficile.

Les plasmides, composés nucléotidiques, sont bien plus résistants que les protéines, dont
le FVIII est 'une des plus fragile. D’autre part, leur production est plus aisée et, surtout,
beaucoup plus rapide que celle des protéines. Les étapes d’extraction des plasmides ont
en effet permis I'obtention de 1,5 mL de solution plasmidique, a 0,7 a > 1 pg/uL de
plasmide, a partir de 2 a 2,5 L de suspension bactérienne. Puisque seulement 40 pg de
plasmide sont nécessaires a l'injection d’une souris hémophile A, une trentaine de souris

peuvent étre injectées a partir d’une seule de ces solutions.

Chez neuf souris hémophiles A (5 de la série A et 4 de la série B), les taux antigéniques

circulants de FVIII ont été trés importants, 24 heures apres I'injection (moyenne = 250%;
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SD =163,82). Au cours de la série B, les modifications des protocoles de prélévement nous
ont permis d’évaluer I’activité du FVIII, produit a partir de la séquence complémentaire

comportant les deux copies de I'intron 1 du FIX.

La variation de ce taux de succes doit étre exploitée avec méfiance. En effet, lors de la
premiére série de souris hémophile A, plusieurs injections n’ont probablement pas été
réalisées dans le réseau veineux caudal. En effet, I'injection d’un volume de cette
importance, (il correspondrait a 'injection de 7 litres de solution pour un homme de 70
kg), provoque une congestion cardiaque dont les signes sont cliniquement (et aisément)
visible : arrét cardiaque fugace, arythmie puis tachycardie. Ces trois signes sont fugaces
mais perceptibles. Ce n’est qu’au terme de quelques minutes que les signes de cette

congestion disparaissent.

L’hépatomégalie est le second phénomeéne évocateur de la réussite de I'injection et ne se

résorbe qu’apres plusieurs minutes

Les souris correctement injectées ont eu besoin de plusieurs minutes avant de récupérer.
Elles sont immobiles et semblent anxieuses et ce n’est que 15 a 30 minutes apres

I’injection qu’elles recouvrent leur vigueur.

De par notre expérience, plusieurs souris avaient probablement été mal injectées. Ces
spécimens ont rapidement récupéré de linjection et de I'anesthésie. Parfois, une
grosseur sur |'arriére train apparaissait; le liquide n’avait alors probablement pas été

injecté dans le réseau veineux et s’était accumulé dans les tissus.

Apres I’expérience de la série A, I’évolution de la dextérité a I'injection et la connaissance
de ces signes par I'observation nous ont permis de mieux injecter les souris, et de

catégoriser immédiatement celles pour lesquelles nous n’aurions pas de FVIII circulant.

Ainsi, sur les 4 souris de la seconde série ayant recu un volume optimal de solution
plasmidique, toutes ont exprimé le FVllla des taux tres élevés. Pour la cinquieme souris,

un mouvement de la seringue a provoqué la sortie de 'aiguille de la veine. Le volume
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injecté de 1,4 mL n’était alors pas suffisant pour permettre une bonne pression

hydrostatique dans le réseau veineux hépatique.

Selon les divers protocoles réunis dans la littérature, tous recommandent une injection de
la solution plasmidique en 5 a 8 secondes (286, 287, 299-301). Lors de I'injection des souris
hémophiles A de la série A et n’incluant que les souris ayant effectivement recu un
volume total de 10% de leur poids corporel, le temps d’injection moyen était de 14 sec (SD
= 1,51). Ce temps moyen, calculé de la méme maniére pour les souris hémophiles A de la
série B, était de 9,4 sec (SD = 0,45). En considérant les résultats de ces injections
hydrodynamiques en termes de FVIII circulant (en activité ou en antigéne), nous avons

confirmé que la vitesse d’injection est un facteur crucial du succés de la technique.

Comme précédemment décrit, chez les souris n’ayant pas recu un volume suffisant de
solution plasmidique de notre pcDNA FVIII-BDD-tFIX1(1+13), les taux de FVIII circulant a
24h étaient tres faibles sinon indétectables (en antigene et en activité). Le volume a été,

conformément a la littérature, un critére également déterminant.

Ces résultats nous ont permis de caractériser notre variant de FVIII-BDD, dont la séquence
complémentaire inclus les copies de I'intron 1 tronqué du FIX, et d’attester de sa
fonctionnalité. En effet, I'activité spécifique a été évaluée entre 4300 et 4800 Ul/mg de
protéine pour une activité maximale théorique de 4 000 a 10 000 Ul/mg pour le FVIII
humain (302). La visualisation de la chaine lourde sur Western Blot, de taille équivalente a
celle du ReFacto®, avait confirmé le bon épissage des séquences introniques, ces
résultats confirment son activité pro-coagulante in vivo. Des explorations plus avancées
pourraient étre menées pour évaluer plus spécifiquement le bon épissage des séquences

introniques telles que ’extraction d’ARN et la RT-PCR.

Parallelement, la synthése majoritairement hépatocytaire décrite dans la littérature doit
étre confirmée par une exploration immuno-histochimique du foie afin d’y localiser la

protéine. Ces mémes explorations pourraient permettre d’évaluer précisément la
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potentielle atteinte hépatique engendrée par 'injection hydrodynamique. La dégradation

des tissus pourrait avoir des répercussions sur les PTMs du FVIII sécrété.

Pourtant, cette technique d’injection hydrodynamique est perfectible. En effet, lors de la
conception du plasmide, Plantier et collaborateurs ont fait le choix du promoteur CMV
(CytoMégalovirus Humain), considéré comme 'un des plus adaptés pour des expressions

géniques de haute intensité, et ce dans plusieurs modéles cellulaires (284).

Cependant, plusieurs études mettent en évidence des systemes cellulaires de trans-
régulation capable d’inhiber ce promoteur, et ce dans plusieurs tissus, notamment
hépatique (301, 303-305). Cette extinction du promoteur est responsable de I'extinction

du gene d’intérét dans le cadre de constructions plasmidiques.

Si Pextinction de I’expression du gene chez les souris hémophiles A injectées (5 jours) a
été retrouvée beaucoup plus précoce que dans la littérature (20 a 200 jours), il est
possible que la régulation du promoteur soit une des explications de cette rapide

décroissance.

D’autre part, diverses techniques de conditionnement peuvent étre utilisées (solutions
hypertoniques, liposomes a action ciblée) (306) afin d’augmenter la perfusion au niveau
du foie ou de permettre une expression plus ciblée. Il semble cependant que ces
techniques n’offrent pas de meilleurs rendements et peuvent s’avérer trés toxiques pour

le foie.

Toutes les études recommandent en revanche une étude, in vivo exclusivement, de Ila
cassette d’expression plasmidique afin d’optimiser celle-ci pour obtenir les taux les plus
importants et d’expression allongée. Le remplacement du promoteur par un promoteur
spécifique de la lignée hépatocytaire murine (LP1 murin, ApoE1...) semble étre la plus

importante alternative.

Une étude a été réalisée sur les modifications anatomo-histologiques des foies de souris
aprés des injections hydrodynamiques. Comme nous I’avons également observé, la taille
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du foie est considérablement accrue a la fin de I'injection hydrodynamique (307). Suda et
collaborateurs ont ainsi montré I'effet de [Iinjection sur les différentes régions
anatomiques du foie des souris et sur les différentes modifications cellulaires
occasionnées par la pression hydrostatique (307), plus spécifiquement dans les régions
péricentrales. Ces observations ont montré des cellules avec des multiples vésicules,
fruits de l'invagination de la membrane sous la pression, des cellules ayant perdu une
quantité significative de leur contenu et des cellules incluant des érythrocytes et/ou

plaguettes. Selon I’étude, tous ces changements semblent réversibles.

Des études anatomiques et histologiques du foie chez les souris hémophiles A

permettraient d’évaluer la reproductibilité de cette étude.

Comme dans la littérature, a ’exception de quelques pertes liées a I’anesthésie, les taux
de survie sont tres élevés. Sur les 20 souris hémophiles A des deux séries injectées, une
seule est décédée des suites d’un probléme de positionnement du masque. La littérature
recommande de pratiquer I'injection hydrodynamique sur des souris vigiles. En effet, les
répercussions de I’anesthésie sur le systeme cardio-respiratoire semble étre critere
d’échec de la technique et de mortalité élevée. L’injection sur les souris vigiles nous étant
apparu difficile et source d’anxiété pour les souris, nous avons pris le parti de réaliser les

injections sur les souris sous anesthésie.

En terme de survie, nos résultats ne confirment pas les résultats de la littérature (285) et il
est hautement probable que le bien-étre de I’animal exige de pratiquer si possible
I’injection sous anesthésie. En termes de résultat cependant, il est possible que la faible
durée de I’expression de notre plasmide soit la conséquence de I’anesthésie qui,
modifiant les flux sanguin, réduise la pression hydrostatique hépatique et donc, la

quantité de plasmide pénétrant les membranes des hépatocytes.
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CONCLUSIONS
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L’hémophilie A est la plus fréquente des maladies génétiques a 'origine de troubles de la coagulation.
Elle est le résultat d’un déficit quantitatif ou qualitatif de ’'une des protéines clef de la coagulation :
le facteur VIII (FVIII). Trés rapidement apreés la mise en place du traitement, 30 % des hémopbhiles
séveres verront leur pathologie compliquée par I’apparition d’anticorps inhibiteurs, augmentant le
risque de saignement et compliquant la prise en charge de la pathologie.

Le FVIII étant caractérisé par un nombre trés important de modifications post-traductionnelles,
conséquences de nombreuses réactions enzymatiques au cours de sa maturation et trés dépendantes
du matériel enzymatique de la cellule. La littérature tend a suggérer que la production des FVIII
recombinant sur des modeéles cellulaires mammiféres pourrait accroitre le risque d’apparition
d’inhibiteurs, alors dirigés contre des épitopes non-humains.

Pour cette étude, nous avons utilisé une séquence d’ADN complémentaire du géne F8, réalisée au sein
du laboratoire, comportant dans les introns 1 et 13 du géne F8, des versions tronquées de I'intron 1 du
FIX. Cette modification de la séquence complémentaire du géne a prouvé son intérét par I'augmentation
de la sécrétion du FVIII.

Dans un premier temps, nous avons utilisé cette séquence aux fins de transfecter des cellules de
différentes lignées dont les lignées Huh7, décrites pour améliorer les modifications post-
traductionnelles du FIX et la lignée TRP3, immortalisée a partir de cellules endothéliales des sinus
hépatiques. L'obtention d’un clone cellulaire Huh7 exprimant le FVIil aprés transfection de notre
séquence nous a permis de confirmer I'augmentation de la production du FVIII aprés insertion des copies
tronquéesde I'introns 1 du FIX. Les résultats des transfections transitoires ont montré une augmentation
du FVIIl sécrété d’un facteur 3 a 4. Nous ne sommes pas parvenus a générer des clones de cellules TRP3.

Dans un second temps, nous avons mis au point la technique d’injection hydrodynamique sur des lignées
de souris hémophiles A pour évaluer la fonctionnalité de la protéine produite par des hépatocytes in
vivo. L'injection hydrodynamique consiste en I'injection d’un large volume de solution plasmidique en
un temps trés court afin de permettre I'expression du géne d’intérét, ici du géne F8, porté par ce
plasmide, dans le foie de I'animal.

Le recours a l'injection hydrodynamique nous a permis d’évaluer 'activité pro-coagulante et la cinétique
de la protéine in vivo. Nous avons ainsi obtenu des taux plasmatiques moyens de FVIII antigénique
circulant de 250 % (n = 9), 24 h aprés l'injection. Parallélement, les dosages d’activité pro-coagulante du
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FVIII atteignaient 180 % (n =4) en moyenne. L'activité spécifique évaluée a 4300 Ul/mg de protéine était
donc en accord avec l'activité spécifique moyenne du FVIII.

Par suivi des taux FVIII par mesures antigéniques 24, 48, 72 et 96 heures aprés injection nous avons
établi une cinétique de ces taux apreés injections hydrodynamiques ; I'expression du géne induite par la
technique a perduré pendant 4 jours.

Les taux de FVIII produits par le clone Huh7 sont restés trop faibles pour permettre une exploration
approfondie des caractéristiques de la protéine produite par la lignée hépatocytaire. Des optimisations
restent a fortiori nécessaires avant (1) d’envisager une production a grande échelle.

En revanche, la mise en place d’un protocole d’injection hydrodynamique nous a permis de démontrer
I'intérét porté par cette séquence complémentaire améliorée en termes de production protéique et de
valider les pleines fonctions du FVIII ainsi produit. A nouveau, I'optimisation pourrait permettre une
production plus longue et d’amplitude plus importante de la protéine. Enfin, de plus amples explorations
restent nécessaires pour évaluer la fidélité de ce FVIII recombinant, par rapport au FVIII plasmatique,
lorsqu’il est produit par des cellules hépatiques, cibles privilégiées des techniques naissantes de thérapie
génique. Ainsi seulement, le plein intérét de |'association de la séquence améliorée et d’'un modéle
tissulaire hépatique pourra étre démontré.
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JACQUELINE Vladimir
Utilisation d’'une séquence d’ADN complémentaire améliorée, codant pour un Facteur VIII
recombinant, sur des modéles hépatiques in vitro et in vivo.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2017

RESUME

L’hémophilie A est la pathologie hémorragique d’origine génétique la plus fréquente. Le
traitement repose sur 'injection de concentrés de Facteur VIII (FVIII) et comporte un risque
important de développement d’anticorps inhibiteurs compliquant la prise en charge.

Le FVIII est soumis a de nombreuses modifications post-traductionnelles garantes de sa
structure et de sa fonction, étroitement liées a I"arsenal enzymatique de la cellule productrice,
donc liée a l'origine cellulaire. Ces modifications pourraient également étre liées au risque
d’apparition d’anticorps inhibiteurs contre des épitopes post-traductionnels non humains.

L’objectif de ce travail était de créer un nouveau modéle cellulaire, d’origine humaine et
hépatique (Huh7), dédié a la production de FVIIl recombinant, visant a minimiser les
différences entre ce nouveau FVIII recombinant et le FVIII humain plasmatique.

Dans un premier temps, nous avons établi une lignée cellulaire clonale, hépatique et
humaine, capable de produire le FVIII apres transfection par une séquence complémentaire
optimisée. Cette séquence a été brevetée par le laboratoire et permet, par I'insertion d’introns
spécifiques, d’augmenter les taux de sécrétion du FVIII.

Dans un second temps, nous avons caractérisé le FVIII codé par cette séquence
complémentaire apres injection hydrodynamique de souris hémophiles A. Nous avons ainsi pu
entamer les étapes de caractérisation de la protéine produite par les hépatocytes murins.
L’activité de la protéine a ainsi été démontrée in vivo validant I'intérét de cette séquence dans
la production de FVIIl recombinant. La capacité de sécrétion augmentée a également été
démontrée sur le nouveau modéle cellulaire hépatique.

De plus amples explorations des modifications post-traductionnelles du FVIII ainsi produit
pourraient permettre la caractérisation d’un FVIIl recombinant plus fidele au FVIII humain, que
ne le sont les FVIII recombinants commerciaux, produits sur des cellules mammaliennes.

MOTS CLES Hémophilie A
Facteur VIII
Facteur VIl recombinant
Injection hydrodynamique
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