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RESUME

L’hémophilie A est une maladie hémorragique ra¢e lhu chromosome X qui se traduit par
un défaut qualitatif ou quantitatif de facteur V{RHVIII) pro-coagulant. Ces déficits en FVIII
sont associés a une forte morbidité comprenanthéesorragies parfois spontanées, des
arthropathies et un risque de mortalité. Le tra@enprivilégié des accidents hémorragiques
chez les patients hémophiles A est 'administratienFVIll exogene, ce qui représente un
colt de plus de 30 000 euros/patient/an dans es@aopéens. Cependant, 30% des patients
développent une réponse anticorps alloimmune coatfe/1ll thérapeutique qui inhibe son
activité pro-coagulante. L’apparition d’anticorpshibiteurs anti-FVIII plonge les patients
dans une impasse thérapeutique majeure, affecfacda drastique leur qualité de vie et
augmente dangereusement la morbidité et la mér@dditta maladie.

L'endocytose du FVIII par les cellules dendritigyP£) et sa présentation aux lymphocytes
T (LT) ont été documentées. Cependant, la natusesgmaux de danger responsables de la
maturation des DC, maturation indispensable aiVaton des LT naifs et a l'initiation de la
réponse immunitaire anti-FVIll, est inconnue. Awrde mon travail de these, j'ai cherché a
identifier I'origine de ces signaux de danger. Demgontexte, j'ai envisagé trois possibilités:
1) une origine liée a la structure intrinseque AIIF J’ai ainsi cherché a déterminer si le
FVIII pouvait directement activer les CPA par léninédiaire duoll-like receptor2 (TLR2)

2) une origine liee au contexte inflammatoire avBatministration de FVIII, dans un
organisme dont la cascade de la coagulation estamipue. Ainsi ai-je cherché a savoir si un
autre acteur de la coagulation pouvait démontreétahde sur-activation compensatoire, en
particulier les plaquettes, créant ainsi un comtexiro-inflammatoire propice au
développement de la réponse immunitaire anti-FVIII

3) enfin, une origine liée au contexte inflammatagenéré par l'injection de FVIII exogéene.
En effet, la réintroduction soudaine de FVIII dams organisme dont la coagulation a été
initiée puis mise en attente provoque une explodmha génération de thrombine, principal
activateur des plaquettes. Dans mes travaux, fi@rahé a déterminer si les plaquettes
jouaient un réle dans le développement de la répans-FVIll par la sécrétion de médiateurs
pro-inflammatoires en réponse a une activatiorigplirombine.

Les résultats obtenus au cours de ma these onisgpdendémontrer que le FVIII n’était pas
capable d’induire la maturation de macrophages msuou d’activer directement le TLR2.
J'ai également écarté I'hypothése d’un état d'atidbn compensatoire des plaquettes dans un
organisme privé de FVIIl. En revanche, mes travaax mis en évidence un réle des
plaguettes dans linitiation de la réponse immurgtazontre le FVIII thérapeutique dans le
modéele murin d’hémophilie A. Jai également appodés éléments suggérant que
limplication des plaquettes passe par lintermiédiade la thrombine générée lors de
'administration du FVIII, thrombine qui active lgdaquettes aprés stimulation des PAR,
conduisant a la sécrétion de nombreuses molécutemffammatoires. L’identification des
meédiateurs de linflammation issus de [lactivatiates plaquettes devrait ouvrir des
perspectives thérapeutiques intéressantes darmntele de I'inflammation au moment de
I'administration de FVIII, dans le but de réduimsmmunogénicité.
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INTRODUCTION — L’hémophilie A

- INTRODUCTION

[-A. L’hémophilie A

I-A.1. Présentation

L’hémophilie A est le plus fréquent des troublesnbéagiques graves avec une
incidence de 1/5000 naissances masculines [1].t Qs maladie a transmission récessive
lite au chromosome X, caractérisée par un défaalitatif et/ou quantitatif en facteur VIl
(FVII) pro-coagulant [2]. Dans les formes les pls&veres de la pathologie, les niveaux
anormaux de FVIII sont associés a des hémorrag@stanées en particulier au niveau des
articulations et des tissus mous. Ces saignemémtgiques conduisent au développement
d’arthropathies fortement invalidantes et a unehidité élevée. Le plus défavorable des
scénarios reste cependant ’hémorragie intracdethyai touche 3 a 10 % des patients [3] et
engage le pronostic vital. En fonction de I'acéviesiduelle du FVIII mesurée dans le plasma
des patients, on classifie la sévérité de la padf® : 'hémophilie A est ainsi considérée
comme mineure si, en comparaison avec les mesg@adisées sur du plasma sain, I'activité
résiduelle du FVIII est comprise entre 5 et 35 %adealeur normale, comme modérée si la
valeur est comprise entre 1 et 5% et comme séweéuve les patients avec une activité
résiduelle inférieure a 1 % [1]. La moitié des h@imtes A présente la forme Iégére de la

maladie, 10 % la forme modérée et 40 % des patseni§frent d’hémophilie sévere [4].

I-A.2. Historique

C’est dans le Talmud de Babylone, un recueil deudisions rabbiniques dif Biecle,
gue l'on trouve la premiére trace écrite de la plathie [5]. Dans cet ouvrage, il est rapporté
que plusieurs sages dispensent de circoncisiopdéts garcons dont au moins deux fréres
ainés sont décédés d’hémorragie aprés circoncisigaliquant que certaines familles ont le

sang tres fluide alors que d’autres ont le sangdenent retenu.
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INTRODUCTION — L’hémophilie A

Il faut attendre 1803 pour avoir une premiéere dpton scientifique la pathologie dans une
publication de I'américain John Otto [6]. Dans eeétude, il suggére une transmission
héréditaire de la maladie par les femmes en obsem#e seuls les hommes développent
I'affection mais que les femmes bien gu'exemptessdmptomes, peuvent transmettre la
maladie a leurs fils. Pour ce faire, il établit flaation de plusieurs hommes apparentés
souffrant de troubles hémorragiques, avec une femwamt dans le New Hampshire 80 ans

plus tot.

Cette mystérieuse pathologie obtient une identit&828 lorsque Friedrich Hopff, un étudiant
de I'Université de Zurich, emploie pour la premiéoés le mot « haemorrhaphilia » pour la
décrire dans son manuscrit de thése [7]. Ce teare ensuite raccourci en « hémophilie »
issue du gretaima(sang), ephilia (affection). Selon Hopff, 'hémophilie ne touchajitie

des hommes délicats, minces, aux cheveux blond-eauxxyeux bleus, anxieux et timides.

A cette époque, on ne dispose d'aucun traitemeiitaeé. Otto préconise pour sa part
I'utilisation du sulfate de soude. En 1855, l'allmal Ludwig Grandidier, qui publie la
premiere revue d’'un grand nombre de cas (420 héiesphconseille quant a lui, le jus de
citron, I'opium, le chlorure de fer ou I'acétate geomb. Pourtant en 1840, un médecin
britannique du nom de Samuel Lane parvenait atrpdr transfusion sanguine un enfant de

12 ans qui saignait depuis 6 jours suite a uneabip@rdes yeux.

La cause de ces hémorragies incontrolées seraarm& en 1937 lorsque Patek et Taylor
deux médecins de Harvard identifient chez les iddiv sains, la présence d'un facteur
plasmatique capable de corriger les troubles dedgulation des hémophiles. lls baptisent ce
composé « globuline anti-hémophilique », qu’'unevatle nomenclature renommera par la

suite facteur VIII, ’lhémophilie A est ainsi caradseée.
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INTRODUCTION — L’hémophilie A

L’ére thérapeutique moderne de I'hémophilie débete 1964, lorsque la chercheuse
américaine Judith Pool découvre la possibilité ddter les patients hémophiles avec un

cryoprécipité plasmatique [8].

I-A.3. Génétique de I'hémophilie A

[-A.3.1. Le gene codant le FVIII

Le géne codant pour le FVIII (geR&) a été cloné entre 1982 et 1984 par I'équipe de
Gitschier & Genentech [9]. Il est localisé surtrémité distale du bras long du chromosome
X (g28) et s’étend sur 186 kpb, ce qui représergs ge 0,1 % de la totalité du chromosome.
L'information codante est répartie sur 26 exonstdantranscription et I'épissage donnent
naissance a un messager de 9 kpb soit 5 % du geia¢ iLes 95 % de séquences restantes
correspondent aux introns qui, méme s'’ils ne coge® pour la protéine, peuvent étre

porteurs d’'une mutation responsable de la défie@amcFVIII.

[-A.3.2. Mutations sur le gene F8

L’hétérogéneéité phénotypique de 'hémophilie A &streflet de la grande variété
d’anomalies génétiques présentes sur le §@nges patients, comme en témoigne la base de
données HAMSTeR (the Haemophilia A Mutation, Swwet Test and Resource site ;

http://hadb.org.uk/), chargée de répertorier cesatimns. Notons également I'existence de

rares cas d’hémophilie A ou la mutation resporesalel la maladie n’est pas localisée sur le

géeneF8 mais touche des protéines impliquées dans la ptioasécrétion du FVIII [10, 11].

La majorité des cas d’hémophilie A (environ 90 9%g)aur origine une mutation ponctuelle
dans le gene8, c'est-a-dire la substitution d’'un seul nucléotifi?]. Cela inclut les
mutations faux-sens, ou la substitution conduitremplacement d’'un acide-aminé par un

autre, les mutations non-sens, lorsqu’'un codon e#ip intégré dans la séquence ADN de
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fagcon prématurée, et les mutations d’épissage, dqliajout ou la suppression d'un site

d’épissage conduit a la formation d’'un ARNm mattiféérent et a une protéine aberrante.

Les petites délétions/insertions et les grandeétidés (> 50 pb) sont retrouvées chez 5 a
10 % de la population hémophile A. Ces mutationsa@ment bien souvent un décalage du
cadre de lecture de I'ADN, ce qui modifie consitdeanent la protéine et conduit

généralement a une hémophilie sévere [13].

Les duplications et les inversions sont rares, gécdans le cas de l'intron 22 qui est inversé
chez 45 a 50 % des patients atteints de la formerséle la maladie [14]. L’inversion de
lintron 22 est classée dans les mutations « nwllése. qui éliminent complétement la
fonction d'un géene) car elle est, en principe, egsoa I'absence totale de sécrétion de FVIII,

expliquant le phénotype sévere des patients.

En revanche, chez certains patients, la molécule Fif#ll est bien sécrétée mais
dysfonctionnelle. C’est ainsi que 5 % des hémophae présentent pas d’activité résiduelle
de FVIII détectable dans le plasma mais possédemiweau normal de FVIII circulant. Ces

patients sont appelésoss-reactive-materiglCRM)-positifs [15].

[-A.4. La protéine FVIII

I-A.4.1. Structure du FVIII

Le FVIII est majoritairement synthétisé dans leefaependant, le type cellulaire
responsable de sa production reste controversé l[aG&tructure primaire de la molécule que
I'on définit & partir de son ADNc révele une progimulti-domaines de 2352 acides aminés,
qui au cours de sa traduction, est transloquée ldagsiculum endoplasmique ou elle subit un
clivage du peptide signal, réduisant la séquer2@32 acides aminés, ainsi qu’un repliement

tridimensionnel organisé par des protéines chapeonlLe passage du FVIII dans le

13



INTRODUCTION — L’hémophilie A

compartiment intermédiaire ERGIC, puis I'appareie dGolgi entraine différentes
modifications telles que des glycosylations aingug deuxieme clivage protéolytique qui
conduit a la sécrétion d’'une protéine atteignarg masse moléculaire de 280 kDa [1, 17].
Dans la circulation, le FVIII se présente donc dausrme d’'un hétérodimere compose d’une
chaine lourde comprenant les domaines Al, A2 attBl’'une chaine légére formée par les
domaines A3, C1 et C2 [18], reliées par des iohdquees. Trois régions acides entourent le
triple domaine A : al, a2 et a3 (Figure 1). La ®édga3, en association avec le domaine C2,
permet la liaison du FVIII avec le facteur von Willand (VWF), une molécule chaperonne
qui stabilise le FVIII, le protéege d’'une dégradatirématurée et permet son acheminement
vers le site de saignement [19]. Il semblerait Bu&VIll s’associe au VWF au niveau des
granules de Weibeil-Palade des cellules endotkséligirobablement au cours de la maturation

dans le Golgi, mais cela reste a confirmer [20].

al a2 a3
Z
NH2 A1 ' A2 ' B ‘ A3 |c1|cz‘coou
I
1313 1648

d

Chaine lourde

- al a2 O
nH2 [ AL ‘ A2 ' B ﬂ
.Caz“ ‘
a3 .- EVIIl hété A
— étérodimérique
‘ A3 |alc ’ COOH

- J

Chaine légére

Figure 1. Forme circulante du FVIII. La pré-protéine de FVIII de 2352 acides aminédrasisloquée dans |e
réticulum endoplasmique au cours de la traductie’ ARNm. Elle se présente sous I'arrangement imeda
suivant : Al-al-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2. Aprés sa ttacation intracellulaire dans I'appareil de Goll, pré-
protéine de FVIII subit difféerentes modificationsgp-traductionnelles comme des glycosylations ssices e}
des clivages protéolytiques (au niveau de I"Afet de I'Arg®*® dans le domaine B). Ce processus conduif & la
formation d’'un hétérodimere : les domaines Al-ata®2B forment la chaine lourde et les domaines 33:A-
C2 forment la chaine légére du FVIII au moment @esécrétion. Les deux chaines sont reliées parode$
calciques. Dans la circulation, le FVIII est aséamii VWF sous la forme d’'un complexe non covalent.
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I-A.4.2. Le FVIII dans I'hnémostase

Toute altération de l'intégrité de la couche endb#he vasculaire met a nu des
structures sous-endothéliales telles que le callagst le facteur tissulaire qui, en contact
direct avec le sang, induisent les phénoméneshéenbstase primaire et de la coagulation a

I'origine d’un thrombus.

[-A.4.2.1. L’hémostase

Au cours de I'hémostase, une vasoconstriction xéflest induite, provoquant une
augmentation des forces de cisaillement. En fonctie leur intensité, les forces de
cisaillement peuvent favoriser l'interaction deaqulettes avec le VWF sécrété par les cellules
endothéliales, par I'intermédiaire d’'un réceptepédfique, ce qui ralentit les plaquettes et
conduit & leur pré-activation. D’autre part, leaculettes sont capables de se lier au collagene
exposé au moyen de deux autres récepteurs [21]inBaEsctions ont pour conséquences
'immobilisation et la forte activation des plagiest: elles exposent leurs phospholipides et
sécrétent des inducteurs secondaires capablesr dsagi les plaguettes environnantes,
conduisant & leur agrégation et a la formation drombus encore fragile. De facon
simultanée, I'exposition du facteur tissulaire @ééche les voies extrinséque et intrinséque de
la coagulation. Le FVIII est traditionnellement déccomme appartenant a la voie
intrinseque, mais ces deux voies sont étroitemiéns let leur indépendance est remise en
guestion [22]. Quel que soit le chemin, il y a fatian précoce de thrombine capable
d’activer le FVIIl. Cette activation entraine uneukle d’auto-amplification conduisant a
I'explosion de la production de thrombine puis ag&nération de fibrine qui consolide le

caillot plaquettaire.
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[-A.4.2.2. Rble du FVIII

De facon plus détaillée, le FVIII s’accumule sur $#te de saignement par
l'intermédiaire du vVWF, sa molécule chaperonne.twmbine active alors le FVIII par
clivages protéolytiques au niveau de la chainederésidus Arf? et Arg’*") et de la chaine
légére (résidu Arg®), cette derniére coupure dissociant le FVIII du R\(\Figure 2). Le
FVIII activé (FVllla) joue alors le réle de co-faetr du facteur IXa dans le complexe
FVilla/FIXa/FX, ou complexe «tenase » ancré auxogpholipides membranaires des
plaquettes activées ou des cellules endothéliatees. Ce complexe génere du facteur Xa qui

s’associe au facteur Va et a la prothrombine adigéhérer de la thrombine [23] (Figure 3).

Le FVllla est inactivé essentiellement par disstimmspontanée de la liaison ionique entre le
domaine A2 et le dimere A1/A3-C1-C2, mais aussesmtégradation protéolytique par la

protéine C activée et le facteur Xa.

al a2

NH2 Al ‘ A2 ' B ’

D 1

., Arg372 Arg740

‘ a3 [ci] 2] coon

I

Argl689 ﬂ

al a2

NH2 Al '°°° A2 '

Caz+

A3 |c1|c2 ‘COOH

Figure 2. Activation du FVIII par la thrombine. Lors de la coagulation, le FVIII est clivé par lmdmbine au
niveau de I'Arg”? et de I'Argd® pour la chaine lourde et au niveau de I'&fgpour la chaine 1égére (fléch
verticales). Le clivage du FVIII par la thrombine miveau de ces sites conduit a I'activation dulF\tle FVIII

activé possede moins d'affinité pour le VWF et tenplexe FVIIIWVWF se dissocie permettant au FVId |d
participer a la cascade de la coagulation.
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Traumatisme

Exposition du sous-endothélium

Exposition de collagéne et de facteur tissulaire
FVII

p Pré-kalikréine D
FVila + facteur tissulaire

kalikréine /—\

FVIIl FXa FX
FXII FXlla m
Fll VOIE
724 X3 EXTRINSEQUE
FIX FIXa FVllla
FXIll f\

VOIE Complexe tenase FXllla

INTRINSEQUE -

FXa FVa 1

H H H Hl Fibrinogéne h

@ !

1

CASCADE DE LA COAGULATION -

Fibrine + FXllla

!

Stabilisation du
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Figure 3. Cascade de la coagulatiomprés une |ésion vasculaire, le sous-endothéliupose collagéne ¢
facteur tissulaire a la circulation. L'expositide ces composants déclenche presque simultanéméiation
des voies intrinséque et extrinseque de la codgnldt’activation des différents facteurs (F) esprésentée p3
une fleche courbe bleue. La voie extrinseque (pannert a droite) débute par I'auto-activation dilFen

FVlla. Le FVlla et le TF transforment de petitesagtités de FX en FXa. Le FXa entraine la générgiiénoce
de thrombine (Flla) (étoile bleue). Le Flla produstr la voie extrinseque, conduit a I'activatioawtres facteurs
de la coagulation (fleches fines bleues) commeMel& FXIII et le FVIII (en gras). Le FVllla (en gs), agit

comme co-facteur du FIXa. Le FVllla et le FIXa sasient au niveau des phosphatidylsérines expasées$

surface de plaguettes activées, formant ainsineptexe ténase (boite grise au centre). La suite deagulation
se déroule dans une voie commune (panneau rosejorplexe ténase conduit a la génération de gra
quantités de FXa. Le FXa se lie au FVa sur des pitaiglylsérines exposées, cette association praviay
génération de larges quantités de Flla (étoile epugntrainant une forte amplification de la cascdd la
coagulation par rétro-activation de plusieurs fate(fleches fines rouges). Le Flla transforme etour le
fibrinogéne en fibrine. Puis, la fibrine, en asation avec le FXllla (fleche noire en pointillé®nforce le
caillot sanguin.
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I-A.5. Modeles expérimentaux d’hémophilie A congénitale

Une hémophilie A spontanée a pu étre observéedh@mmbreuses espéeces animales

telles que le mouton, la vache, le chat ou ene@ohéval [24]. Cependant le modéle le mieux

étudié reste le chien, décrit pour la premiére pais I'équipe de Hutt en 1946 [25]. L’étude

du modele d’hémophilie A canine [26] a mis en énimela forte ressemblance du mode de
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transmission et des manifestations phénotypiquela adealadie entre le chien et 'lHomme.
Pourtant, le nombre limité d’animaux disponiblescblt d’entretien et la longueur du temps
de génération ont motivé la mise au point de madei@érimentaux plus pratiques et moins

codteux.

[-A.5.1. La souris invalidée pour le FVIII

Un modele murin d’hémophilie A transgénique a dét& mis au point en 1995 par
I'équipe de Kazazian qui est parvenu a générer tignges de souris déficientes en FVIII par
interruption de I'exon 16 (E-16) ou de I'exon 17-1F) du gend-8 [27]. Ces souris ont été
obtenues par manipulation génétique de cellulepe8enant de souris 129/SV de couleur
agouti, et réimplantation dans un blastocyste dels® C57BI/6. L'invalidation du géne F8 a
ete testée chez les souris dont le pelage étanans a 90% de couleur agouti, présentant
ainsi de fortes chances d’avoir hérité du transgeadignée agouti déficiente en FVIII est
donc une chimere et ne présente pas de fond gaeétigur ». Plus tard, le croisement de ces
souris avec des souris sauvages de souches BalBE/8BI/6 a permis I'obtention de souris

déficientes en FVIII sous fonds génétiques consrdlé

[-A.5.2. Caractérisation des souris agouti déficientes enllFV

Les souris agouti déficientes en FVIII possederg antivité plasmatique de FVIII
inférieure a 1% de la valeur relevée chez la sowauvage, présentant ainsi les
caractéristiques d’une hémophilie A sévere. Desstiats partiels d’ARNm du FVIII ont
néanmoins été détectés chez ces souris mais atnauaale chaine Iégere ou de chaine lourde
circulantes n’a été mise en évidence [28]. Lesstest coagulation révelent un temps de
saignement prolongé dans les deux modeles en carsparavec des souris sauvages.

Cependant on ne constate que trés rarement desesagts spontanés au niveau des

18



INTRODUCTION — L’hémophilie A

articulations ou des tissus. En conséquence, ilanpas de développement d’arthropathies,

comme cela est observé chez les patients hémopghgdéseres.

D’autres modeles expérimentaux d’hémophilie A itelygar génie génétique sont également
disponibles, notamment chez le mouton et le ra} [28is le modéle murin reste le plus
couramment étudié. Au cours de ma these, j'ai ¢isflement travaillé sur le modele de

souris agouti E-16 déficientes en FVIII.
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[-B. Traitements et complications

[-B.1. Traitement des hémorragies

[-B.1.1. Nature et administration du traitement de prédiiect

Le traitement privilégié des épisodes hémorragiqiiex les patients hémophiles A
consiste en I'administration de FVIII thérapeutiqo@r voie intraveineuse. Ce traitement
curatif dit « & la demande » a permis, dans les pajustrialisés, de faire passer I'espérance
de vie moyenne des malades de 7.8 ans en 193% al@ld0 ans en 2001 [30]. En outre,
I'utilisation préventive de FVIII exogéne est pddsien cas de chirurgie mais également en
traitement prophylactique. Ce mode d’administratibronique (2 a 3 injections par semaine)

a fortement réduit I'apparition d’arthropathies zhes patients hémophiles A [31].

[-B.1.2. Les FVIII thérapeutiques

Lors de ces thérapies, deux catégories de FVIH gbilisées. Les premiers sont des
dérivés plasmatiques (pdFVII) purifies a partiug’ mélange de plasma de milliers de
donneurs sains, dont la formulation comprend emditee de I'albumine, de la fibronectine et
du VWF, co-purifies avec le FVIII plasmatique. Lesconds, issus du génie génétique sont
des FVIII recombinants (rFVIIl) clonés a partir tee séquence ADN de deux donneurs
caucasiens [32]. En fonction de l'industriel quctemmercialise, le rFVIII est produit par des
cellulesChinese Hamster OvarfCHO) ou des celluleBaby Hamster KidneyBHK). Ces
FVIII thérapeutiques ont une demi-vie moyenne dex 12l heures aprés administration [33].
Un rFVIII tronqué de son domaine B a égalementdééeloppé, présentant une efficacité
similaire a celle du rFVIII entier dans la correctides saignements, mais avec une demi-vie

plus courte [34].
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I-B.1.3. Autres traitements

D’autres traitements sont également utilisés pmiter les hémorragies des patients,
en particulier le FVIla recombinant et un complgxe-thrombotique, léactor eight inhibitor
bypassing activitFEIBA) contenant plusieurs facteurs de la coaguia[35]. Ces deux
préparations sont utilisées chez des patients hidileepA en échec de traitement avec le

FVIII exogene.

I-B.2. Complications du traitement par le FVIII thérapqug

Jusqu’au début des années 1990, la complicatiptuacritique relative au traitement
par le FVIII plasmatique était la transmission @&aty infectieux tels que le VIH ou les
hépatites B et C [30]. L'introduction de méthodémattivation virale efficaces pour les
FVIII d’origine plasmatique, et la génération de IFVtecombinants ont fait évoluer la

morbidité du traitement.

[-B.2.1. Réponse immunitaire contre le FVIII thérapeutique

Actuellement, la plus redoutée des complicationsséoutive a l'injection de FVIII
exogene est I'apparition d’anticorps dirigés comgr&VIIl thérapeutique qui neutralisent son
activité pro-coagulante. La survenue d’'une répamseunitaire dirigée contre le médicament
signe I'échec de la thérapie et expose les patiants risque accru de mortalité. Cette
complication survient en moyenne chez 30 % deempatihnémophiles A séveres, et 5 % des
patients hémophiles A mineurs/modérés [36]. Outes Ithérapies de substitution
précédemment citées visant a court-circuiter l@inesn FVIII, un protocole d’induction de
toléerance immune (ITI) peut étre proposé. Ce pagar injections répétées de fortes doses
de FVIII thérapeutique cherche a saturer le syst@meunitaire des patients afin de forcer la

tolérance au produit. Ces alternatives sont nordes®nt contraignantes mais également
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extrémement codteuses puisque la prise en chargehague patient peut atteindre 0,2

millions d’euros par an [37].

I-B.2.2. Caractéristiqgues et mode d’action des anticorps-&ill

Parmi les anticorps généreés lors de la réponsd-attiti, tous ne sont pas responsables
de la mise en échec du traitement de substituiareffet, seuls sont impliqués les anticorps
capables d’inhiber le réle pro-coagulant du FVhEtapeutique, attribut qui leur a valu
I'appellation d’anticorps « inhibiteurs ». La réeninhibitrice des anticorps, évaluée par une
variante de la méthode Bethesda (variante Nijme{8]) est exprimée en unités Bethesda
(UB) par ml de plasma. Cette capacité inhibitrise définie par l'inverse de la dilution du
plasma a laquelle les inhibiteurs qu’il contienhtscapables de neutraliser 50 % de l'activité

d’un FVIII de plasma normal. Le seuil de positivité&te fixé a 0,6 UB/ml.

Les inhibiteurs du FVIII sont polyclonaux et majanement d’isotype IgG avec une chaine
légére lambda ou kappa; on trouve plus particeiemt la sous-classe IgGsouvent
accompagnée d’IgG[39]. La prédominance des Ig@eut s’expliquer par I'administration
répétée du produit thérapeutique : en effet les, Igfhit une sous-classe impliquée dans les
réactions atopiques déclenchées par une expositmangée a certains allergenes comme le
pollen, la poussiére ou les acariens [40]. Ils i@gment souvent d’'une stimulation antigénique

chronique.

Le principal mécanisme d’action des inhibiteursFltill est un blocage fonctionnel de la
protéine par encombrement stérique. En effet, k@scipaux épitopes reconnus par les
inhibiteurs se situent sur le domaine A2 de la mhdourde, empéchant le clivage de la
thrombine responsable de l'activation du FVIII e sl fixation au FIXa [41], et sur les
domaines A3 et C2 de la chaine légere, bloquartefaction du FVIII avec le FIXa [42, 43],

les phopholipides et/ou le VWF [43, 44]. Certamisibiteurs se lient également a des épitopes
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formés par l'association FVIIIVWF et empéchent dessociation du complexe suite a
l'activation du FVIII par la thrombine [45]. Un aet mécanisme d’inactivation du FVIII a

également été décrit : il s’agit de I'hydrolyseFeMilll par des anticorps possédant une activité
enzymatique propre [46]. On retrouve ces anticerpatalytiques » chez 50 % des patients

hémophiles A séveres qui ont développé des inlikstg7].
[-B.2.3. Souris hémophiles : injection de FVIII et complioat

Chez la plupart des souris E-16 et E-17, l'injectintraveineuse de FVIII humain a
dose thérapeutique entraine I'apparition d’antisodpigés contre la protéine thérapeutique
des la deuxieme administration [48]. Apres la témee injection, le titre d’anticorps continue
d’augmenter et I'intensité de la réponse humorasurée par ELISA est fortement corrélée a
I'activité inhibitrice des anticorps anti-FVIII d&iminée par test Bethesda. Comme chez
'Homme, les épitopes majoritairement reconnus igeeist sur les domaines A2 et C2 du
FVIII [49]. La dépendance aux lymphocytes T esbigdorsque, trois jours apres la premiére
injection de FVIII, on observe une prolifération lgmphocytes T CD4spécifiques du FVIII.
Les nombreuses similitudes entre les patients hBilespA avec inhibiteurs et la souris
déficiente en FVIII font du modéle murin d’hémophiA sévere un bon modéle d’étude de la

réponse immunitaire anti-FVIII.
I-B.3. Les facteurs de risque associés au développemeimtiubiteurs du FVIII

Les patients hémophiles A traités avec du FVIlIiggme produisent des inhibiteurs au
cours des premiers mois de traitement, en moyearmars des 10 premiers jours cumulés
d’exposition [50]. La raison pour laquelle seuleeupartie des patients hémophiles A
développe une réponse anti-FVIII n'est pas claimnaefinie. Les différents facteurs de

risques identifiés ou proposés jusqu’a présent ippiodes éléments de réponse.

23



INTRODUCTION — Traitements et complications

I-B.3.1. Les facteurs génétiques

Il est établit que la sévérité de la maladie estfasteur de risque majeur lié a
I'apparition des inhibiteurs. Comme précédemmentgée, les patients hémophiles A séveres
ont une plus forte tendance a développer des tehits que les hémophiles modérés ou
mineurs. Cette différence est étroitement liée yqe tde mutation sur le gere8 et a sa
conséquence directe : la facon dont le systéme imtaite percoit la protéine mutée. En effet
les larges délétions, les mutations non-sens midision de I'intron 22, qui conduisent a
'expression d'un FVIII fortement tronqué, ou aldsence totale de FVIII sont les anomalies
génétiques les plus fortement associées a I'apparitinhibiteurs [50]. Le FVIII
thérapeutique apparait alors a I'organisme de agéisris comme un antigene partiellement

voire totalement étranger et le systéme immunitairejette.

L’haplotype HLA du patient a aussi été proposé cemiacteur de risque. Des études
cliniques et des études de modélisation suggetentertains haplotypes HLA pourraient étre
associés a un risque élevé d’apparition d’inhibgelandis que d’autres seraient protecteurs
[51, 52]. L'implication du systeme HLA dans la rége anti-FVIIlI est confortée par une
étude décrivant une mutation dans le domaine CE\dU qui, en diminuant la liaison de
certains épitopes au HLA DR, réduit 'immunogéréaitu C2 muté chez les souris déficientes

en FVIII par rapport au C2 sauvage [53].

Le TNFo est une cytokine pro-inflammatoire, dont diffégemolymorphismes dans le
promoteur du géne codant la protéine sont ass@cidss maladies induites par des auto-
anticorps. Dans le cas de I'hémophilie A, Astermetrkl montrent que les patients possédant
le polymorphisme TN&-G308A présentent un risque accru de développerirdeliteurs
(72,7 %) [54]. La méme année, ce groupe a mis dadedge des mutations dans le

promoteur du gene codant I'lL-10, une cytokine inmo-régulatrice, associées a I'apparition
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d’inhibiteurs [55]. Plus récemment, une corrélatinre le polymorphisme du promoteur du

gene CTLA-4 et le développement des inhibiteursssieété suggéree [56].

L’origine ethnique est également mise en cause axecprévalence d’inhibiteurs deux fois
plus élevée dans la population noire-africaine daes la population caucasienne [57].
Cependant, cette observation doit étre mise empeetige avec le polymorphisme du géfg

gui conduit a I'existence de 6 molécules de FVilésl « sauvages ». En effet, comme évoqué
dans le paragrapheB.1.2 le FVIII thérapeutigue recombinant a été clongadtir de la
séquence de deux donneurs caucasiens, ces séquerrespondant a deux polymorphismes
différents. Or dans la population caucasienne,ssee$ deux polymorphismes sont présents
alors que dans la population noire-africaine, tymd$ymorphismes supplémentaires ont été
mis en évidence [32]. Le FVIII thérapeutique a dghes de risque d'étre percu comme
différent par le systéeme immunitaire des persom@es-africaines. Dans cet exemple, la
génétique n’est probablement pas seule responshbiigine du produit thérapeutique

jouerait aussi un role.

I-B.3.2. Les facteurs environnementaux

La source de FVIII thérapeutique pourrait représenn facteur de risque important
dans la survenue d’'inhibiteurs, d’'une part en raide la nature méme de la molécule de
FVIII, comme cela est suggéré au travers de I'aafon de ses polymorphismes avec le
risque d’alloimmunisation, mais également en raistm la formulation du produit
thérapeutique. Depuis plusieurs années, la dismuss focalise en particulier sur la présence
ou l'absence de VWF dans les préparations, en ifonatle I'origine respectivement
plasmatique ou recombinante du FVIII thérapeutidte. effet, une étude récente réalisée
chez la souris déficiente en FVIII a montré que/\'8F ajouté a une préparation de FVIII

recombinant diminue son imunogénicité [58]. Avaeta¢ différentes études prospectives
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avaient été réalisées au début des années 199@esupatients non traités auparavant,
présentant une activité de FVIII plasmatique < 2 P&s premiers résultats avaient rapporté
une incidence de 24 a 30 % d'inhibiteurs chez bgepts traités avec du FVIII recombinant
[59-61]. Plus récemment, une étude rétrospectig acalisée sur des patients traités avec du
FVIII plasmatique faisant état d’'une incidence Hibiteurs de 11 % [62]. Un an plus tard, le
méme journal publiait une autre étude rétrospectjiue ne confirmait pas la différence
d’incidence d’inhibiteurs entre patients traités p&Ill plasmatiques et recombinants [63].
Ces études comportent naturellement certains loiaisme le nombre limité de patients,
I’hétérogénéité de I'échantillon en terme de factdirisque ou encore la grande diversité des
FVIII thérapeutiques utilisés dans les études t tmla rend difficile la mise en évidence

d’'une association entre le type de produit théragee et le développement d’inhibiteurs.

D’autres facteurs de risque environnementaux sositem cause comme I'age au moment de
la premiére injection : avant 'dge de 6 mois, isgue de développer des inhibiteurs est au
moins trois fois plus élevé qu’apres I'age de 12is1j64]. Toutefois, des études récentes
contredisent cette observation [65, 66], qui éadbablement biaisée par des différences
d’intensité de traitement en fonction de I'age pasents. En effet, I'intensité du traitement a
egalement été proposée comme facteur de risquelehdé®mophiles A modérés et séveres.
Plusieurs études cliniques ont montré que desemnaihts intensifs continus d’'une durée
Supérieure a 6 jours étaient associés a une inmdaccrue de développement d’inhibiteurs

[67, 68].

Par ailleurs, le statut inflammatoire du patient mmoment de linjection du produit
thérapeutique pourrait favoriser I'apparition d’u@onse immunitaire anti-FVIIl. En effet,
une étude montre que les actes chirurgicaux pegigur les patients hémophiles peuvent étre
suivis de I'apparition d’inhibiteurs du FVIII [69])] est probable que la lésion chirurgicale

induise une activation des cellules endothélial@ssgcretent alors des chimiokines et des
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cytokines pro-inflammatoires dans la circulationet Genvironnement pro-inflammatoire

pourrait participer au recrutement et a I'activataes effecteurs du systeme immunitaire.
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I-C. Réponse immunitaire anti-facteur VIII : un scénario classique

L’apparition d’inhibiteurs du FVIII résulte de laise en place d’une réponse immunitaire
dirigée contre le FVIII exogéne, suite & son adstiation répétée. Cette réponse immunitaire
est considérée comme une réponse allogéniquequassiépendante des lymphocytes T (LT)
[70]. Les cellules présentatrices de l'antigéne ALReconnaissent puis internalisent
I'antigene circulant. Dans les endosomes de cdslegl I'antigéne est clivé en peptides qui
sont ensuite associés a des molécules du complajend’histocompatibilité de classe I
(CMH II). A la surface des CPA, le complexe pept@dH Il est présenté aux LT
environnants. Si les CPA recoivent un signal dietton, elles sont alors capables d’activer
les LT CD4 naifs spécifiques de I'antigéne qui a leur tountvaider les lymphocytes B a
s’activer. Enfin, les cellules B se différenciemt plasmocytes capables de sécréter des

immunoglobulines et en lymphocytes B mémoires [71].
I-C.1. Les acteurs : cellules présentatrices de I'antiggriacteur VIII
[-C.1.1. Le facteur VIII et sa perception par le systeme umitaire

Nous avons précedemment évoqué que le facteur sigierimajeur associé au
développement d’inhibiteurs est lié a la mutatioéspnte sur le gerfe8 et donc a la fagon
dont le systeme immunitaire percoit le FVIII ciraat. En effet, des mécanismes de tolérance
sont établis au cours de I'ontogénie du systemeunitaire. Ces mécanismes sont maintenus
tout au long de la vie afin de prévenir 'apparntide manifestations auto-immunes, tout en
garantissant une lutte optimale contre les pathegeDe toute évidence chez les patients
dépourvus de FVIII circulant, les patients CRM-négales mécanismes de tolérance au
FVIII n'ont pas été mis en place et le FVIII théeagique est considéré comme étranger, ce
qui pourrait expliquer la forte proportion de patge avec inhibiteurs dans cette population.

L’absence de tolérance n’est pas si évidente pEsupatients CRM-positifgui développent
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des inhibiteurs alors qu’ils produisent un niveaunmal de FVIII endogene [72]. Le fait que
ce FVIII soit Iégéerement différent peut éventuekan suffire a justifier son exclusion du
systeme de tolérance. Néanmoins, cette théorieermmagb pas de comprendre la raison pour
laguelle les patients CRM-négatifs ne développest fous des d'inhibiteurs. L'absence de

FVIII endogene ne peut donc a elle seule explitjiapparition d’inhibiteurs.

[-C.1.2. Les cellules présentatrices de I'antigene

Qu’un mécanisme de tolérance ait été mis en plageas, des cellules sont chargées
de patrouiller et de contrdler tout ce qui estux [@rtée. Ce sont les cellules présentatrices de
lantigene (CPA) comme les cellules dendritiquesC)YD les macrophages ou les
lymphocytes B (LB). Toutes n’assurent pas la méomction et leur implication dépend

notamment du contexte dans lequel I'antigéne esoeré.

I-C.1.2.1. Les lymphocytes B

Par exemple, les LB sont plutdt concernés parédpsmnses immunitaire secondaires,
lorsque l'organisme a déja été exposé a la molédilers, I'expansion clonale de LB
spécifiques de I'antigene permet d’envisager udailité de rencontre raisonnable entre la
cellule B et I'antigéne. Dans le contexte de liatibn de la réponse anti-FVIIl, le LB n’est

donc pas un bon candidat au titre de CPA.

I-C.1.2.2. Les macrophages

Les macrophages sont quant & eux souvent décritneodes cellules phagocytaires
efficaces grace au large spectre de récepteursatgtose présents a leur surface [73]. Dans
le sang, ils circulent sous une forme immatureag que monocytes puis se différencient en
macrophages en infiltrant les tissus. De nombressas-populations de macrophages sont

€galement présentes dans la rate.
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Parmi elles, les macrophages métallophiliques ®tracrophages de la zone marginale, qui
semblent impliqués dans la capture du FVIII exogémez la souris déficiente en FVIII. En
effet, notre équipe a mis en évidence dans ladatees souris, une co-localisation entre ces
deux sous-populations de macrophages et le FVBrageutique injecté [74]. De plus,
I'élimination des macrophages spléniques et dels-population de DC CD1YE€DS8y par
injection de liposomes chargés en clodronate, aladtinistration de FVIII, abroge la

réponse humorale anti-FVIII [74].

La capacité des macrophages a activer les LT pshdant moins grande que celle des DC et
leur fonction est probablement plus tournée verdélgradation des antigenes internalisés que

vers l'activation du systéme immunitaire [75].
I-C.1.2.3. Les cellules dendritiques

Les DC sont les seules a étre considérées comme gidfdssionnelles c’est-a-dire
capables de déclencher une réponse immunitaireaparfv 6] en activant des LT naifs. Elles
possedent une forte plasticité : dans la circutasianguine, elles ont un phénotype immature
qui permet I'endocytose abondante des antigénesilants puis, leur maturation et leur
migration dans les organes lymphoides secondaoedud a une présentation efficace de

'antigene a leur surface et a une activation éffecdes LT.

Au laboratoire, des travaux ont dégritvitro I'endocytose du FVIII par des DC dérivées de

monocytes humains (MO-DC) et sa présentation 4 863D4" [77].

I-C.2. Le décor : sites d'interaction potentiels

Les DC sont donc capables de capturer les antigéregant dans le sang et de les

acheminer vers les organes lymphoides secondanesie la rate, chargée de filtrer le sang.

30



INTRODUCTION — Réponse immunitaire anti-FVIII : soenario classique

Les antigenes du sang peuvent aussi directemamditt la rate sous forme soluble ou ils

interagissent avec les CPA résidentes.

I-C.2.1.Larate

La rate est organisée en trois régions : la putpge, la pulpe blanche et entre les
deux, la zone marginale. Les antigenes sanguirtsasbieminés par l'artere splénique dans la
pulpe rouge qui contient beaucoup de macrophageésiosila zone marginale ou résident des
LB, différentes sous-populations de macrophagedest DC (Figure 4). L'initiation de la
réponse immunitaire nécessite que les antigéndsiréappar les CPA rejoignent la pulpe
blanche ou les LB sont activés de maniere LT démpeted[78]. La rate joue un role
fondamental dans la rencontre entre CPA et antiggéarguins, a la fois en tant que site de

rencontre mais également site d’initiation de [zorése immunitaire [79].

e Artére splénique afférente

=% <— Veine splénique efférente

Veine collectrice

Pulpe blanche -

Zone marginale{ 4 »; ¢ N4 - R |, <€——— Capsule externe

Artériole centrale
Follicule
Zone de cellules T

Pulpe rouge |

Zone marginale

D

Figure 4. Architecture de la rate.La rate est organisée en 3 zones : la pulpe blategtzwne marginale et |
pulpe rouge. La pulpe blanche est formée par l& ztencellules T et les follicules B. La zone maatgnsépare
la pulpe blanche de la pulpe rouge qui est tréesulagsée. Le sang atteint la rate par I'artérérsgue afférente
qui se ramifie en artérioles centrales qui sonhégs par la pulpe blanche. Les artérioles attetgesrcordong
spléniques dans la pulpe rouge. A ce niveau, lg sahpris en charge par les sinus veineux pooindgie la
veine splénique efférente.
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Cette double fonction semble jouer un réle impdrtams le cas de la réponse immunitaire
contre le FVIII. En effet, une étude réalisée daotre laboratoire montre que le FVIII
administré a des souris déficientes en FVIII s’accle dans la rate, et qu’'une splénectomie
réalisée sur ces méme souris avant I'administrat®i VIl retarde et réduit 'ampleur de la
réponse immunitaire anti-FVIII [74]. La détectiorude réponse immunitaire anti-FVIII,
méme faible chez les souris splénectomisées senmoiguer que d’'autres organes
lymphoides secondaires peuvent étre impliqués daitmtion de cette réponse immunitaire,

comme les ganglions lymphatiques ou la moelle aeseu

[-C.2.2. Le site de saignement

Cette observation souleve donc I'hypothese d’'uneartre précoce entre les CPA et
le FVIII exogene c’est-a-dire avant l'arrivée dales organes lymphoides secondaires,
hypothése qui n’exclut pas l'implication probable k& rate dans la réponse anti-FVIIl. En
effet, le développement d’arthropathies chez lemdphiles témoigne d’'une inflammation
chronique engendrée par les saignements répétésnivaau des articulations. Ce
microenvironnement pro-inflammatoire est capablattoler et d’activer les cellules du
systeme immunitaire telles que les CPA. Au demedutarsite de saignement concentre tres
probablement une partie du FVIII thérapeutique aistrié. Il est donc tout a fait rationnel
d’envisager une capture du FVIII exogéne par leé @Etrutées sur le site de saignement,

avant leur migration vers les organes lymphoidesrsgaires [80].

I-C.3. Acte | : la rencontre

Un antigene capturé par les CPA a deux devenirsifdes : son accumulation dans les
lysosomes suivie de sa dégradation, autremena @ibie du catabolisme ou son apprétement

dans les endosomes précoces puis tardifs et senpaéien aux cellules effectrices du systeme
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immunitaire. L'issue dépend du site d’interactide, la nature des cellules impliquées et du

mode d’internalisation de I'antigene.
I-C.3.1.Les mécanismes d'internalisation

Il existe trois mécanismes de capture d’antigdaemacropinocytose, la phagocytose
et I'endocytose dépendante de récepteurs. La mao@pose concerne l'internalisation de
fortes quantités d’antigenes solubles de facon sp&Tifique par invagination de la
membrane. Le fait que le FVIII circule sous formeluble dans le sang fait de la
macropinocytose un meécanisme probable d’interrtadisalu FVIII par les APC circulantes.
La phagocytose quant a elle consiste en la capeirgrosses particules solubles comme les
virus, les bactéries ou encore les cellules apoptes. En ce qui concerne les protéines,
'endocytose passe le plus souvent par I'intermiéslide récepteurs. L’endocytose dépendante
de récepteurs présente au moins deux avantagesesekfficace d’un point de vue cinétique
et elle est spécifique de certains fragments gedeine, ce qui permet la capture d’antigenes

présents a de faibles concentrations dans le ngleironnant [75].
[-C.3.2. Les récepteurs d’endocytose du facteur VI

La plupart des récepteurs d’endocytose du FVIlIritgusqu’'a présent sont des
récepteurs cataboliques. Ces récepteurs appamiedn& famille des récepteurs alow
density lipoproteinLDL) ou encore a la famille des asyaloglycopnotsi (ASGPR) [81, 82].
La seule description d’'un récepteur d’internalmatdu FVIII capable de conduire a un
apprétement antigénique et a la présentation déidpspdérivés aux LT CD4est un
récepteur de la famille des récepteurs au manrles€D206 oumacrophage mannose
receptor (MMR) [77]. Le CD206 reconnait les mannoses teauxides glycanes situés sur

les domaines Al et C1 du FVIIl. Cependant, une etiitente remet en cause le réle du
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CD206 en écartant I'implication des récepteurs ammose dans la capture du FVIII par les

APC [83].
I-C.4. Acte Il : le dialogue CPA-lymphocytes T

Une réponse immunitaire caractérisée par la pramluct’anticorps peut se dérouler
selon deux scénarii. L'un impligue [lactivation elite des LB par [l'antigene,
indépendamment des LT. Ce parcours concerne plesémolécules multivalentes ou les
protéines agrégées dont les structures répétipeesent engager plusieurs récepteurs a la
surface des cellules B, et parvenir a activer &hiiles si un nombre suffisant de récepteurs
est impliqgué [84]. La stimulation directe des LBndait a une réponse humorale forte et
rapide, caractérisée par I'absence de maturatiaffidté et de commutation de classe des
immunoglobulines [71]. L'autre scénario implique lET CD4 en tant qu’intermédiaires de
I'activation des LB. La réponse LT dépendante ab@uta production d’anticorps de forte

affinité et de LB mémoires [71].
[-C.4.1. Les lymphocytes T dans la réponse immunitaire facteur VI

De nombreux éléments mis en évidence tant chgzaliesnts hémophilies A que dans
le modéle murin, laissent peu de place au doutatqudimplication des LT CD4dans la
réponse immunitaire anti-FVIIl. La présence d’aotps anti-FVIII d’isotype IgG dans les
plasmas humains et murins ainsi que les mutationsasques mises en évidence sur les
genes V des IgG anti-FVIII humaines font état djwncessus de sélection clonale des LB et
d’'une maturation d’affinité des immunoglobulines5]8 mécanismes exclusivement
dépendants des LT. On a également observé cheatiesits hémophiles A avec inhibiteurs
qui ont de surcroit développé un SIDA, que leuretitinhibiteurs diminuait de facon

dépendante de la chute des LT CI)&6, 87]. De plus, la survenue d’inhibiteurs cheg
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hémophilies A est associée a une perturbation pertd@re du récepteur des LT spécifiques

du FVIII [88], le T cell recepto(TCR), ce qui témoigne d’'une expansion clonaleldes

I-C.4.2. Activation des lymphocytes T : signal 1

Aprés linternalisation du FVIII par les CPA, lagbhéolyse de la molécule dans les
endosomes permet la formation de peptides qui&ass® a des molécules de CMH I, le
complexe moléculaire est ensuite adressé a la namkaes cellules (Figure 5). Dans les
organes lymphoides secondaires, les CPA « propedents complexes CMH Il/peptides du
FVIII aux différents LT naifs qu’elles rencontrentorsqu’'un LT reconnait de fagon
spécifique, par I'intermédiaire de son TCR, le cterp peptide/CMH Il présenté par la CPA,
il recoit alors un premier signal d’activation. Ailseul, ce signal ne suffit pas a activer
pleinement le LT qui, en I'absence d’'informationpglémentaires entre en anergie et devient

tolérant [89].

2 —

Figure 5. Endocytose du FVIII et présentation des gptides dérivés par le CMH Il.Le FVIII en endocyté
par un récepteur a la surface des CPA. Le FVllirgetnalisé dans des endosomes précoces puitstatdides
peptides dérivés de la protéine s’associent avearddécules de CMH Il. Les complexes CMH Il/peptident
adressés a la membrane de la CPA.
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[-C.4.3. Activation des lymphocytes T : signal 2

Un second signal est nécessaire pour complétetividion du LT : le signal de co-
stimulation. Ce signal est fourni par les CPA sse&tilement si elles ont-elles-méme recu un
« signal de danger » a l'origine de leur maturatgujet qui sera plus largement développé
dans le paragraphe I-D. La maturation des CPA dbrida surexpression de certaines
molécules de surface comme CD80 (B7.1) et CD862)Bdu CD40. L'interaction des
molécules telles que CD80 et CD86 avec CD28 expért@surface des LT donne le signal
de co-stimulation aux LT [90]. En retour, le CD1&2D40L) des LT interagit avec CD40 et

stimule les CPA (Figure 6).

L'importance capitale de ce second signal dangtiiton de la réponse anti-FVIII est
illustrée par une étude sur des souris hémophiteseptant également une déficience en B7.1
ou en B7.2. Chez les deux types de souris, l'iljaatle FVIII thérapeutique est incapable de
déclencher la moindre réponse immunitaire, qu'st& humorale ou cellulaire [91]. De
méme la perturbation de l'interaction entre les éuooles B7 et CD28 par l'injection d’'une
protéine de fusion CTLA-4lg méne a une disparitienla réponse anti-FVIIlI chez les souris

hémophiles injectées [91].

[-C.4.4. Activation des lymphocytes T : signal 3

Pour parfaire I'activation des LT, un troisiemengfdoit intervenir. En fonction de la
nature du stimulus a lorigine de la maturation deBA, ces dernieres vont sécréter
différentes cytokines, créant un microenvironnengifdmmatoire spécifique. Les cytokines,
en se fixant sur leurs récepteurs a la surfaced @iealisent I'activation, et la composition
de ce « cocktail cytokinique » est capable de m#ata différenciation des LT en différentes

sous-populations de LT « helper » (Th) comme les Thy et Th;7 [90] (Figure 6).
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Chez les patients hémophiles A avec inhibiteurs{ronve les profils Thet Th mais, il

semble que les patients avec de faibles titresitbiteurs aient surtout un profil Tlet que les
patients avec de forts titres d’inhibiteurs, un fibrarh, [92]. Les Th conduisent
préférentiellement a la synthese d’'lgG capablelseddée complément (Igechez 'Homme et
IgG, chez la souris) et les Tlavorisent plutét la production d’anticorps quifineent pas le

complément (IgE et Ig&chez 'Homme, IgG@chez la souris).

Figure 6. Dialogue cellule présentatrice de I'antigne-lymphocyte T CD4. La reconnaissance du complexe
peptide/CMH Il par le TCR donne le premier signalctivation au LT. La maturation des CPA induite pa
signal de danger conduit a I'expression de molécdke co-stimulation telles que CD80 et CD86 (B7) par
I'intermédiaire du CD28 exprimé a la surface desdohne le signal 2. Enfin, le signal 3 qui finaligetivation
du LT est donné par les cytokines (boules rosegedks) sécrétées par la CPA matures, percues gs3r d
récepteurs spécifiques a la surface des LT.

I-C.5. Le dénouement : activation des lymphocytes B edyction d’anticorps

Les LT CD4 activés sur-expriment certaines molécules de serfamme le CD154
(CD40L). Les cellules migrent alors vers les falles riches en LB et se mettent en quéte de

LB naifs spécifiques du FVIII.
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[-C.5.1. Activation des lymphocytes B

De leur coté, les LB naifs sont également entrésoatact avec I'antigéne circulant.
Leurs immunoglobulines de surface, & cell receptor (BCR) ont reconnu de facon
spécifique I'antigéne, conduisant son internalsatians les endosomes ou il a été clivé en
peptides qui se sont associés au CMH Il avantel’ptésentés a la membrane. Un simple
contact avec I'antigéne n’est cependant pas suffigaur activer des LB naifs. Les LT actives
entrent alors en scéne : leur TCR passent en regueB, de nouveau a la recherche d’un
complexe peptide/CMH Il correspondant. Lorsqu’un d’Bitérét passe a leur portée, en plus
de la liaison spécifique du TCR avec le peptide/CM&d la surface des LB, les LT engagent
une liaison entre leur CD154 ou leur CD28 de serfaespectivement avec le CD40 ou les
B7 membranaires des LB, achevant ainsi l'activatdes LB [71]. Les LB activés se
différentient en plasmocytes sécréteurs d’anticapen LB mémoires. Les plasmocytes
rejoignent la moelle osseuse ou ils résident dassnithes spécifiques pour une production
optimale d’anticorps (Figure 7). Chez la souris bphiles A, les plasmocytes spécifiques du
FVIII persistent en moyenne 22 semaines dans lallen@sseuse, en absence de re-

stimulation par le FVIII [93].
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Figure 7. Activation des lymphocytes BlLes LT activés activent les LB ayant préalablemmmiocytés et
apprété le FVIII. Les LB activés se différencientmasmocytes sécréteurs d’anticorps et en LB m&soi
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[-C.5.2. Lymphocytes B mémoires et réponse secondaire

Dans le modéle murin, au-dela de 22 semaines, keplésence de LB mémoires explique
la réponse immunitaire forte et rapide observéeande re-stimulation avec le FVIII. Le
travail de Hauslet al. indigue que la réponse anti-FVIII secondaire efpethdante de
'antigene et des LT [94]. En effet, la re-stimigat de |la réponse anti-FVIII est fortement
mise a mal par la perturbation des liaisons B7-C[@28CD40-CD154, interactions qui,
comme précisé dans le paragraphe précédent, iemeemt dans le dialogue LT-LB. Nous
avons également évoqué précédemment l'implicatiences mémes interactions dans la
stimulation des LT par les CPA : or, cette étudentroque le bouleversement des liaisons
B7-CD28 et CD40-CD154 entraine une diminution dedarétion de cytokines par les LT,
agissant donc aussi sur I'état d’activation des ddnc sur les signaux de stimulation pergu

par ces derniers.
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I-D. Les signaux de danger

Face a une menace potentielle, le systeme immieitiit rapidement prendre une
décision cruciale : répondre ou pas. Les immunetegise sont tres rapidement intéressés aux
raisons qui motivaient la « prise de décision >¥'olganisme, élaborant des théories qui ont
évolué au cours du temps, ne parvenant pas towggustifier tous les choix de notre systéeme

de défense.

I-D.1. Origines

Jusqu’a présent, trois principaux modeéles ont sdevisupport a la réflexion des
immunologistes. Ces visions ne sont pas a mett@ppnosition, chacune permettant de faire

evoluer les limites de la précédente.

I-D.1.1. La théorie du « soi / non-soi »

L’idée que le systeme immunitaire fonctionne pacdmination de ce qui fait partie
de notre organisme (ki) et de ce qui en est extérieur (len-so) a rapidement émergeé au
cours de [l'histoire de limmunologie. Les fondenserde ce concept sont attribués a
Metchnikoff et Ehrlich avec leurs travaux sur léggocytes et I'immunité cellulaire, travaux
récompenseés par le prix Nobel de médecine en ®@8endant, la formulation moderne de
la théorie du soi/non-soi revient a Franck Burtles'inspire en effet des travaux de Peter
Medawar auxquels il participe, sur la tolérance imitaire (tous deux partageront d’ailleurs
le prix Nobel de médecine en 1960). Burnet cheretms a comprendre comment
I'organisme apprend a ne pas éliminer ce qui lpaaiient et élabore la théorie de la sélection
clonale en 1959, c'est-a-dire l'origine de la talére centrale du systéme immunitaire.
L'utilisation du terme « soi » pour décrire I'idéet de I'organisme lui est inspirée par

'ouvrage d’'H.G. WellsTThe Science of lif@5].
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Le modele original de Burnet apporte trois prinapanseignements :

- chaque lymphocyte exprime plusieurs copies d'ueptaur de surface unique spécifique
d’une entité étrangére
- le signal transmit par ce récepteur de surfaceadébk la réponse immunitaire

- les lymphocytes auto-réactifs sont éliminés tréstdcours de la vie

Notons que cette théorie décrit assez clairemgnteimier signal d’activation recu par les LT,

c’est-a-dire la reconnaissance de I'antigene pafFCR spéecifique.

En 1969, la découverte de I'hypermutation des L&eptiellement génératrice de cellules
auto-réactives ébranle quelque peu le modéle deatate centrale. En dépit de ce phénoméne
d’hypermutations, les cas d’auto-immunité restent fréquemment observés. Bretsobieal.
proposent alors un modeéle d’activation coopératifeele LB et une autre cellule (la cellule
partenaire se révelera étre un LT auxilliaire obekoer 3 : l'intervention d’'un deuxiéme
partenaire garantit un niveau de sécurité pluséétmur prévenir les réactions auto-immunes
[96]. Puis en 1975 Laffertyet al. proposent la participation d’'un troisieme partemai
cellulaire (les CPA) a l'origine d'un signal d’acdition supplémentaire destiné aux LT (le

futur signal de co-stimulation ou signal 2) [97].

I-D.1.2. La théorie du « non-soi infectieux »

Le modele d'initiation de la réponse immunitaire [gs CPA, cellules qui ne sont pas
spécifiques d’'un antigene, s’integre difficilemelains la théorie de discrimination entre soi et
non-soi. En 1989, Janeway propose une solutionesura de réconcilier les deux modeles. I
suggere que les CPA possedent leur propre systerdescrimination entre soi et non-soi et
sont ainsi capables de reconnaitre des pathogéstiaatd d’un point de vue évolutif. Il décrit
les CPA comme des cellules quiescentes jusqu’a detivation par l'intermédiaire d’un

groupe de récepteurs, lgmttern recognition receptordPRR), qui reconnaissent des
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structures moléculaires conservées chez les orgamipathogenes, I@mthogen-associated

molecular pattern§PAMP) [98]. Les PAMP apportent un signal de daraget CPA qui sont

alors en mesure de fournir aux LT le signal detouotdation (signal 2). Selon Janeway, les
PRR permettent aux CPA de faire la différence eletrenon-soi infectieux » et le « soi non-

infectieux ».

De nouveau, cette théorie ne permet pas d'expliqoes les phénoménes immunitaires
comme les rejets de greffe, I'auto-immunité ou eace mode d’action d’adjuvants non

bactérien comme I'alun.

[-D.1.3. La théorie du danger

En 1994, Matzinger propose une nouvelle théorie sjimspire de la théorie de
Janeway [99]. Selon elle, les CPA sont activésdear signaux de danger/d’alarme incarnés
par des molécules issues de cellules lésées. @eduses peuvent étre constitutives ou
inductibles, intracellulaires ou sécrétées. Le&yst immunitaire prendrait donc la décision
d’engager une réponse contre un antigéne (endogérexogéne) en fonction des signaux
d’alerte présents dans son environnement. Huiphrsstard, Matzinger inclura les PAMP de
Janeway dans sa théorie du danger [100], avangentoyites ces structures dérivent d’'une
ancienne famille de signaux d’alarme universeldaps de la vie aquatique, constituée de
portions hydrophobes exposées : les « hyppaydrophobic_portions[101]. Elle regroupe
alors les signaux de danger sous le génériquelasieage-associated molecular pattern

(DAMP).

Comme les théories précédentes, cette théorgelaiss zones d’'ombre, entre autres le non
rejet des autogreffes alors que I'acte chirurgiaaforcément engendré des dommages

cellulaires. Néanmoins, I'intervention d’un sigui@ danger, quelle que soit sa nature, capable
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d’activer les CPA et d’induire leur maturation @sfjourd’hui une notion largement admise

dans la communauté scientifique.
I-D.2. Caractéristiques et mode d’action du signal de eilang

Le signal de danger fait intervenir deux protag@sis le messager moléculaire, qu'il
soit endogéne ou exogene et son récepteur, denidefales PRR. Naturellement ces deux

catégories sont représentées par de nombreux m&mbre

I-D.2.1. Les messagers

I-D.2.1.1. Les molécules exogenes

Les PAMP correspondent a des composants moléaileineservés dans les groupes
de microorganismes distincts des especes présehes I'hote. Ces composants sont
principalement des carbohydrates et des glycolipieesentiels a la survie des microbes.
Ainsi, les molécules constitutives de I'enveloppelludaire des pathogénes comme le
lipopolysaccharide (LPS) ou le peptidoglycane, petivacilement étre détectées par les PRR
a la surface des cellules de I'héte. Les composamtsobiens intracellulaires comme les
acides nucléiques viraux et bactériens, libérégsamfection des cellules de I'héte ou apres la
phagocytose des pathogenes, sont quant a eux recpan des PRR cytosoliques [102]. On
peut encore citer IB-glucane des parois fongiques ou le mannose, fargement retrouve a
'extrémité des glycolipides et glycoprotéines rolmens mais rarement exposé sur les
glycoprotéines humaines. Il existe également defecules exogénes non microbiennes

capables d’activer les CPA comme I'alun, un adjiborigine minéral [103].

I-D.2.1.2. Les molécules endogénes

Les premiéeres signaux de danger endogenes identib@cernent le CD40 ligand

(CD40L ou CD154), le TNF et I'lL-1p, capables d’activer directement les DC, seulsrou e
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combinaison [104]. La plupart sont des facteursalieés a l'intérieur des cellules en
conditions physiologiques, donc a l'abri de touhtamt avec le systéeme immunitaire. En
conditions de stress ou de Iésion cellulaire, ceonles sont libérées dans I'environnement
extracellulaire par les cellules abimées et signiale danger. C’est le cas notamment des
cellules nécrotiques qui, lors de la perte d'intégde leur membrane plasmique, déchargent
dans le milieu extérieur des protéines associéks cdaromatine comme la protéirnégh-
mobility group box YHMGB1) [105], des protéines de choc thermique wantesheat shock
proteins(HSP) [106], ou encore des produits du métabolidesepurines comme I'ATP [107]
ou l'acide urique [108], tous capables d’activersisteme immunitaire. On peut également
trouver des sources extracellulaires de signauxiateyer, en particulier des fragments de
matrice extracellulaire endommagée tels que I'abigliduronique, le sulfate d’héparane ou le

biglycane [109].

En 2007, Oppenheinet al. proposent le terme alarmines pour décrire les molécules

endogénes qui agissent comme signal de danger.[110]

I-D.2.2. Les récepteurs

I-D.2.2.1. Principaux récepteurs concernées

Il existe cing principales classes de PRR :tddislike receptors(TLR), des protéines
transmembranaires a la surface des cellules oueddsesomes ; leSlOD-like receptors
(NLR), localisés dans le cytoplasme ; les réceptaaux lectines de type C (CLR), des
récepteurs transmembranaires caractérisés parékerme d’'un domaine de liaison aux
carbohydrates ; IeRIG-I-like receptor§RLR), des hélicases a ARN qui reconnaissent I'ARN

viral et lesAIM2-like receptorsqui reconnaissent I’ADN microbien intracellulajel 1].

Apres reconnaissance d’un ligand, ces réceptetireeat des voies de signalisation comme

celle du NFkB, des MAP kinases ou des interférons de type & @mes déclenchent la
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surexpression de cytokines pro-inflammatoires etclieniokines, capables de recruter et
d’activer les cellules du systeme immunitaire. Evhats de ces cing familles, Il existe

également des PRR atypiques comme le récepteur Rfuzteconnait entre autres HMGBL.

De tous ces récepteurs, la famille la plus étueida mieux caractérisée est celle des TLR.

[-D.2.2.2.Zoom sur les TLR

Le réle essentiel des récepteldidl dans la lutte contre les infections fongiques est
découvert a la fin du XXsiécle chez la drosophile, une mouche qui ne pessg’une
immunité innée [112]. Un an plus tard, un homolodas récepteurkoll est mis en évidence
chez les mammiféeres, un récepteur bapfisk-like capable d’induire I'expression de genes
impliqués dans les réponses inflammatoires. DemixsTLR fonctionnels ont été identifiés
chez 'Homme et douze chez la souris. Les TLR1 &9Jlsont conservés dans les deux
especes, le TLR10 murin n’est pas fonctionnel diud@ 'insertion d’un rétrovirus dans sa

séquence ADN et le génome humain a perdu les TLRIR12 et TLR13 [113].

Les TLR sont des protéines transmembranaires de tygxprimées a la surface de
nombreuses cellules dont les leucocytes. La poridracellulaire comprend des domaines
riches en leucines intervenant dans la reconnaissda ses ligands par le récepteur, et la
partie intracellulaire comporte un domatod-interleukin 1 receptofTIR), impliqué dans la
transduction du signal. Les TLR sont localisées sukface des cellules (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR6) et reconnaissent un trés large panePAMP et d’alarmines ou dans des
vésicules intracellulaires (TLR3, TLR7, TLR8, TLR&mme le réticulum endoplasmique,

les endosomes ou les lysosomes [114] et reconnaissgoritairement des acides nucléiques.

La voie de signalisation passe nécessairementepegciutement de protéines adaptatrices
(MyD88, TIRAP, TRIF et TRAM) qui s’ancrent seules en combinaison au domaine TIR.

Pour la plupart des TLR, s’ensuit une cascade deiteament de protéines qui aboutit a la
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dégradation diB, une molécule qui séquestre le facteur de trgtgmn NF«B dans le
cytoplasme. NReB est alors transloqué dans le noyau ou il actaetrdnscription de

nombreux genes, en particulier ceux codant poucye&kines pro-inflammatoires [115].

I-D.3. Signal de danger et réponse anti-FVIII

Le systeme immunitaire des patients hémophiles ifoguidéveloppé des inhibiteurs
du FVIII a tranché en faveur cawi a la question « dois-je répondre ? ». En accoed &8s
théories de Janeway et Matzinger, cela suggeréegu@®rganisme a forcément recu un signal

de danger dans le contexte du traitement.

I-D.3.1. Réle des signaux de danger dans la réponse anti-tFVI

Tenant compte de cela, Kurnit al. ont lancé une étude pilote sur des patients
hémophiles A séveres qui n'ont pas encore ét@sriteviously untreated patientBUP) par
le FVIII thérapeutique. Dés les premiers signesalgnements (en moyenne a 10,7 mois) 26
enfants ont ainsi recu du FVIII sous forme d'untément prophylactique moins chargé en
FVIII et administré moins fréequemment que le tmaémt prophylactique standard
(1 x 25 IU/Kg/semaine contre 3 x 40-50 IU/Kg/sengaipour le traitement standard). Au
cours des 20 premiers jours d’exposition au F\H8rapeutique, les injections sont réalisées
en évitant rigoureusement la synchronisation avectaimes situations génératrices
d’'inflammation comme les infections, les actes wigicaux ou encore les vaccinations. Les
cas d’hémorragies abondantes sont traités tredenaq@nt avec de plus fortes doses de FVIII
afin de minimiser le nombre d’injections et de réelule temps de lésion des tissus.
L’incidence de développement d’inhibiteurs est camp a celle d’un groupe témoin
historique constitué de 30 patients ayant recuaiéement prophylactique standard. Dans ce
groupe témoin, 14 patients (48 %) ont développérdebiteurs contre un seul patient (3,8 %)

dans le groupe d’étude [116]. Ces travaux récepisnpécessitent d’étre confirmeés, suggerent
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que Tlinjection du FVIII exogene dans un contextai @vite tout signal de danger

(saignement, infection, immunisation, ...) diminueigsgue d’alloimmunisation.

Au laboratoire, nous avons testé l'effet d’'une roolé aux propriétés anti-inflammatoire,
’héme-oxygénase-1 (HO-1) sur [linitiation de lapoéise anti-FVIIl chez les souris
hémophiles A. En effet, I'expression de I'HO-1 ewtuite par son substrat, 'héme, ainsi que
par differents stimuli physiques, chimiques ou @igidues qui ont en commun linduction
d'un stress cellulaire [117, 118]. Les produits catabolisme de I'héme par HO-1, le
monoxyde de carbone (CO) et la biliverdine, possedes propriétés anti-inflammatoires
efficaces sur différents types cellulaires dontl&socytes [117, 119]. Des études montrent
également qu’un défaut congénital d’'HO-1 chez lariscou chez 'Homme est associé a une
inflammation systémique [117, 118]. Nos travaux temdt en évidence que linduction
d’expression de I'HO-1 par administration intravaise d’hémine (une forme oxydée de
I’'héme) avant l'injection de FVIII, se traduit pane réduction drastique des titres d’anticorps
anti-FVIIl inhibiteurs [120]. Ainsi, le contréle dd’inflammation au moment de
'administration du traitement pourrait diminueimtidence de la réponse contre le FVIII

thérapeutique.

Ces deux études mettent en évidence I'importand&t inflammatoire de I'organisme et
des signaux de danger dans le développement ddéstenins du FVIII. La voie est donc
ouverte pour I'identification de la nature des sigx de danger impliqués dans linitiation de

la réponse immunitaire anti-FVIII.

a7



INTRODUCTION - Les signaux de danger

[-D.3.2. Sources potentielles des sighaux de danger resptassde l'initiation

de la réponse anti-FVIII

I-D.3.2.1. Le produit thérapeutique

La premiere source a étre suspectée en tant queidseur du signal de danger aux
patients hémophiles A traités fut le produit théapue lui-méme. Le mode d’administration
par voie intraveineuse étant considéré comme ptatétogene, la composition du produit a
donc été passée au crible. Bien évidemment, autjurant n’est inclus dans la formulation
et les récents progres concernant les méthodesurifecgtion des produits thérapeutiques
injectés ont fait pratiquement disparaitre les tiéas de type choc anaphylactique [71],
rendant peu probable la responsabilité de I'exnipadans I'immunogénicité du FVIII. En
revanche, les processus industriels d’inactivatunale telle que la pasteurisation sont
capables d’induire la formation de néo-antigéneslesu-VIII ou encore de conduire a la
formation d'agrégats [112, 114, 121]. Or, les pr@é sont connues pour étre plus
immunogeénes lorsqu’elles sont agrégées [122]. Giesti que Purohiét al. ont réalisé une
étude en induisant artificiellement la formatiomgrégats dans le rFVIIl avant de tester son
immunogénicité. Il s’est avéré que le FVIII agrégéit moins immunogene [123], excluant
ainsi cette hypothese en tant qu’origine du sigi@l danger. Enfin, 'immunogénicité
intrinseque du FVIII constitue également un sujétutle. Pfistershammet al. ont montrén
vitro que le FVIII n'était pas capable d’'induire directmhla maturation de moDC [104], ce
qui exclurait une reconnaissance directe du FVdl les PRR présents a la surface des DC.
Cependant, une étude récente de Gait@tidg. montre une réduction de la maturation de
moDC en présence de FVIII lorsque ce dernier estli@ avec certains composants,

suggérant indirectement que le FVIII est capahileddire un certain niveau de maturation sur

les moDC [124]. La capacité du FVIII & activer dbement les CPA reste donc controversée.
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I-D.3.2.2. L’environnement thérapeutique

Une autre origine possible de signal de dangefaganisme des patients hémophiles A.
En premier lieu, nous avons évoqué précédemmeiatt féflammatoire de I'organisme au
moment de l'injection. En effet, les saignemen{®tés représentent une source abondante,
chronique et durable de DAMP a I'endroit méme oe partie du FVIII thérapeutique se
retrouve aprés injection : le site hémorragiquenshicertains acteurs de la cascade de la
coagulation peuvent-ils directement activer des RRRme le fibrinogene, ligand connu de
TLR4 [125]. Un autre aspect intéressant dans lalyoiion de signaux de danger est la
fonction du FVIII injecté, c’est-a-dire les conségaes de son activité. En effet, I'entrée en
scene du FVIII dans un scénario hémorragique délcteisoudainement I'activation du FX
accumulé jusqu’alors, entrainant une explosionadgénération de thrombine [126] puis la
production de fibrine. Ainsi, en inactivant le FVVpar la chaleur avant de l'injecter chez la
souris hémophile, I'équipe de David Scott a-t-alleservé une diminution de la réponse
immunitaire anti-FVIIl, ce qui souligne l'importaacde l'activité pro-coagulante de la
protéine dans son immunogeénicité [127]. Dans ae#ene étude, l'injection d’un inhibiteur
spécifique de la thrombine, I'hirudine, au momeat'ddministration de FVIII aux souris, a
egalement conduit a une réduction de la réponsd-ditil [127]. Ainsi, l'injection de FVIII
sous forme de bolus dans un organisme dont la dast@ coagulation est, sinon totalement
interrompue, tout du moins fortement perturbée,vpgoe la génération soudaine et
abondante de certaines molécules capables d’adtiveysteme immunitaire. Le role que la
thrombine tient dans ce scénario engage probabletaeresponsabilité d’'un autre acteur
majeur de la coagulation : le thrombocyte ou plégueEn effet, la thrombine active les
plaquettes qui se mettent a exprimer a leur sugaéesécréter un grand nombre de molécules
pro-inflammatoires dont le CD154 qui, comme évopuécédemment, est capable d’activer

les CPA.
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I-E. Plaquettes et immunogeénicité

I-E.1. Physiologie des plaquettes

I-E.1.1. Caractéristiques

Les plaquettes sanguines sont des éléments cedhilaanucléés issus de la
fragmentation du cytoplasme de leurs progéniteé@matopoiétiques, les mégacaryocytes.
Chaque mégacaryocyte mature produit 1000 a 30@Qettes de 2 a 3 um de diamétre [128].
Lors de la maturation mégacaryocytaire, aprés umese dite d'endoreduplication avec
duplication de I'ADN sans séparation nucléaire\®plasme forme des extensions : les pro-
plaquettes, qui vont finir par se fragmenter empédtes dans la circulation [129]. Le site
exacte de libération des pro-plaquettes et desupttes est encore débattu (capillaires
médullaires, ou pulmonaires). Aprés leur libérati@architecture interne finale des plaquettes
se compose d'un systeme canaliculaire ouvert (imasigns profondes de la membrane),
d’'un cytosquelette important, de différents typ&sghnites (mitochondries, ribosomes...) et
de granules (lysosomes et granules de sécréti@d).[Parmi les granules de sécrétion on
distingue les granules denses qui contiennent enttes de I’ADP et du calcium, et les
granulese qui contiennent un grand nombre de protéines demnaines comme le VWF ou le
facteur 4 plaquettaire (PF4) sont synthétiséestatlesdu mégacaryocyte, et d’'autres sont
d’origine plasmatique comme le fibrinogene, endégyar I'intermédiaire d’'un récepteur ou
encore les IgG, internalisées par pinocytose [1Blls récemment, les sources de molécules
plaquettaires ont été enrichies par une troisiéngine : la néosynthese de protéines. En
effet, les plaquettes comprennent des pré-ARNmi ajne du matériel d’épissage : les
spliceosomes, capables de rendre matures les m®ages dans certaines conditions [132].
En plus de ce matériel d’épissage, les plaquettesgalent des structures ribosomiques, les

polysomes, qui semblent pouvoir assurer la tradoale certains ARNm [133].
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s rr

De récentes études ont mis en évidence une hét&itgedans le contenu protéique des
granulesa [134, 135]. La présence de sous-populations digtinde granules-suggere que
les plaguettes peuvent mobiliser de facon difféedlatces différentes classes de granules-
probablement en fonction du contexte environnenheAtasi, Italianoet al ont-ils découvert
que des protéines régulatrices de l'angiogenesenét@ontenues dans des granules-
différents, selon qu’elles soient pro-angiogéniggaenme le VEGF Jascular endothelial
growth factoj, ou anti-angiogénique comme I'endostatine. Des pla mobilisation sélective
de l'une ou l'autre des sous-populations de grawuleemble étre fonction de I'agoniste
utilisé pour activer les plaquettes [135]. Ces @#@éta indiquent que l'activation plaguettaire
ne conduit pas a une sécrétion homogene d’une todetide protéines mais a une
dégranulation sélective de médiateurs, dépendant®ntexte dans lequel les plaquettes sont
activées, suggérant une spécialisation de la répg@isquettaire. En effet, une analyse
protéomique a permis d’identifier plus de 300 proge sécrétées au cours de I'activation des
plaquettes [136]. Ces protéines interviennent dbessdomaines aussi variés que I'adhésion,
la coagulation ou encore linflammation (figure 8)est donc possible d’envisager que les
plaquettes puissent participer a une régulatiomctige d’'autres grandes fonctions, en

particulier la balance pro-inflammatoire/anti-inflanatoire.

Glycoprotéines membranaires:
P-selectine, CD40L, TLT-1

Facteurs de croissance, cytokines,
chimiokines:

TGFB, PDGF, VEGF, PF4, RANTES,
IL-8, MCP-3, angiopoietine-2, PDGF

Granule-a

Granule dense
ADP/ATP, Ca2+, serotonine,
histamine, P-selectine, CD63... Protéines de la coagulation:

FV, FXI, proteine S, antithrombine,

TFPI

Protéines d’adhésion:
VWEF, Fibrinogene, fibronectine,
Vitronectine, laminine-8

Figure 8. Granules de sécrétion des plaquetteReprésentation schématique et non exhaustive derooiley
granules de sécrétion des plaquettes, classé pagocis fonctionnelles. En rouge sont représentégs
protéines contenues dans les granules€n bleu celles contenues dans les granulegslens
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Un tiers des plaquettes est localisé dans la mtmahiere réversible, le reste se trouve en
circulation. Lorsque les plaquettes sont tenuéscart de la coagulation, leur durée de vie est
de 7 a 12 jours, les plaquettes sénescentes @tamées principalement par les macrophages
du systeme réticulo-endothélial et par les macrgebale la rate de fagon dépendante des IgG

[137, 138].
I-E.1.2. Réle des plaquettes dans 'hémostase

L’activité principale des plaquettes est d’assufbémostase. En cas de lésion
vasculaire, elles sont les premiers éléments & pour stopper I’hémorragie, limiter les
pertes sanguines et permettre la cicatrisation. dlaquettes interviennent surtout dans le
systeme artériel. Lorsqu'elles entrent en contaet & sous-endothélium lésé, elles suivent
une séquence d'évenements liés a différents acteal&culaires: elles commencent par
adhérer de maniére transitoire et répétée, notammans les conditions de taux de
cisaillement élevés (>1500'squi régnent dans les capillaires, les artérialedes artéres
sténoseées. Cette étape traduit l'interaction deR#b-IX-V au VWF exposé dans la matrice
sous-endothéliale, et dont le site d'interactioecason récepteur est externalisé par les forces
de cisaillement. Cette adhésion transitoire raldae plaquettes, leur permettant d'interagir
avec le collagene par l'intermédiaire de la GPVdet'intégrinea,p, (GPla/lla) [139], dans
les conditions de plus faibles taux de cisaillem(800 §'). Les plaguettes siimmobilisent, et

I'interaction se renforce et se propage aux plagsietrculantes par plusieurs phénomeénes.
I-E.1.2.1. Amplification : recrutement et activation préco@sglaquettes

Le contact prolongé avec le sous-endothélium erdraine faible activation des
plaquettes qui libérent des molécules dans le miB&tracellulaire, certaines issues des
granules et d'autres néo-synthétisées. Ces éléenagissent de facon autocrine sur les

plaquettes, en plus des molécules présentes damsrénnement, permettant le recrutement
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des plaquettes circulantes qui viennent amplifeptiénomene. Parmi les molécules libérées
se trouvent des agonistes de récepteurs couplépratéines G exposés a la surface des
plaquettes. C'est le cas du thromboxand®A,) et de son récepteur TP, de 'ADP et de ses
récepteurs F¥, et RY1, ou encore de la thrombine et de pestease-activated receptors
(PAR)-1 et PAR-4 [140]. L’'engagement de ces réagptéait intervenir un second messager
intracellulaire, principalement le calcium (et la phospholipase C (PLC) provoquant
notamment une dégranulation. Une autre conséqueageure de cette signalisation est un
changement de conformation de l'intégrine la plbsralante a la surface des plaquettes :
apPs (GPIIb/Illa) [21] qui acquiert ainsi sa forme age. L'intégrine est alors capable
d’interagir de maniére hautement affine avec sgantls, notamment le fibrinogéne. La
signalisation se soldant par l'activationaghfs est appelée kside-out» car ce signal

intracellulaire conduit a une modification du résep dans sa partie extracellulaire.
I-E.1.2.2. Amplification : agrégation secondaire des plaqsette

Les aypP3 activées interagissent avec le fibrinogene, uankbmultimérique, et se
rassemblent en groupes de récepteahssiery qui, en se liant a d’autres molécules de
fibrinogene également liées a d'autres réceptewls de plaquettes voisines, forment des
« ponts » inter-plaquettaires. D'autres ligandg sgalement capables d'interagir awges
comme le VWF ou la fibronectine, notamment lorsl'ddhésion au sous-endothélium. La
liaison aypPs-ligands entraine une signalisation diteutside-in» (issue de I'extérieur de la
cellule), engageant une cascade de tyrosine kirasegtissant a une forte dégranulation
entrainant une activation et une agrégation sedndas plaquettes environnantes. Une autre
conséquence de linteractiam,ps-ligand immobilisé est un changement morphologidas
plaquettes qui s’étalent, forment des extensionsmionagnaires et exposent des

phosphatidylsérines a leur surface [141].

53



INTRODUCTION - Plaquettes et immunogeénicité

I-E.2. Les plaquettes dans la réponse immunitaire

Outre leur fonction hémostatique, les plaquetteisent depuis peu un grand intérét pour
leur implication beaucoup plus méconnue dans dmfnation. Ainsi, le réle des plaquettes
dans l'induction ou I'amplification de I'inflammatn a été mis en évidence dans plusieurs
pathologies comme [l'athérosclérose [142], larthrithumatoide [143], les atteintes
inflammatoires de lintestin comme la maladie deol@r [144] ou encore le purpura
thrombopénique immunologique [145]. Cette capadtégénérer de [inflammation a
lentement fait émerger l'idée que les plaquettesirmadent coopérer avec le systeme

immunitaire dans les réponses contre les pathogenes

I-E.2.1. Les plaquettes : un autre leucocyte ?

Le concept selon lequel les plaquettes contribumntsystéme de défense anti-
infectieux a pour origine certaines observationsceonant leur structure et leurs fonctions.
En effet, les plaquettes et les phagocytes prafessis tels que les neutrophiles et les
monocytes, ont en commun des antigenes de surdacme les récepteurs d’anticorpyRd
[146] et FeRI [147], le récepteur de la protéine C réactivég]l le CR3, récepteur aux
protéines du complément C3a et C5a [149] ou comete & été démontré plus récemment,
les récepteurs aux chimiokines CCR1, CCR3, CCR@XtR4 [150]. Les plaquettes sont
aussi capables de répondre a certaines cytokities tgie le TNFs, I'lL-1 ou encore I'lL-6
[151] de fagon similaire aux leucocytes. L’hypothéglon laquelle les lignées plaquettaires et

granulocytaires dériveraient d’'un ancétre cellel@ommun a été proposeée [152].

En effet, il est intéressant de constater que Ieguettes possédent des récepteurs constitutifs
et inductibles qui leur conferent une capacite teatér et a répondre aux signes d’infection.
Par exemple, les plaquettes expriment a leur sairfdgsieurs TLR, en particulier TLR2,

TLR4, et TLR9 présents a I'état quiescent et suiexgs sur les plaquettes activées [153].

54



INTRODUCTION - Plaquettes et immunogeénicité

Shiraki et al ont également montré la présence des TLR1 et TER6les plaquettes
humaines [154]. De plus, le TLR4 plaquettaire semfadnctionnelin vivo puisque sa
stimulation par le LPS bactérien induit I'expresside TNFe [155]. Enfin, les plaquettes
disposent d’'un N&B actif, molécule clef de la voie de signalisattnombreux TLR et qui,

chez les plaquettes, participe a la formation stdailisation du thrombus [156].

En plus des récepteurs de chimiokines et des TeERwothbreuses molécules impliquées dans
les réponses immunitaires sont sécrétées pardesigttes, comme le CD154 stocké dans les
granulesa et rapidement externalisé a la membrane des ptaguectivées. Dans les minutes
voire les heures qui suivent I'activation des pkttges, un clivage a leur surface génere du
CD154 soluble (sCD154) fonctionnel. On estime q&&2® du sCD154 retrouvé dans la
circulation sanguine provient des plaquettes [16808mme précédemment évoqué, le CD154
joue un réle dans la maturation des CPA et damsivation des LT, mais il peut également
activer les cellules endothéliales. Cependant, Ediateur principal de l'activation des
cellules endothéliales par les plaquettes estefiatkine-B (IL-18), une molécule que les
plaguettes sont & méme de synthéttenovo[158]. L'activation des cellules endothéliales
conduit a la production de dérivés réactifs de ygBne (eactive oxygen specieROS)
comme les ions superoxydes,(\d159] qui exercent une activité antimicrobienneecte, et

de chimiokines telles que MCP-1, RANTES et PF4atiient les leucocytes [160].

Les plaquettes activées sont donc capables diakéiseleucocytes et de les activer de facon
paracrine mais également par contact directe peitg D154 membranaire avec le CD62P
(P-sélectine) également exprimé a la surface deupttes activées, sont capables de se lier
aux neutrophiles et aux monocytes respectivementipgermédiaire de CD40 et PSGL-1

[160].
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I-E.2.2. Interactions entre plaquettes et pathogenes

En plus de leur coopération avec les cellules dtesye immunitaire, de nombreuses
études montrent que les plaguettes interagisseatdifférents types de pathogénes. En outre,
certaines complications consécutives a une infedbactérienne sont caractérisées par une
fonction plaquettaire anormale, comme I'endocarditiectieuse [161] ou la coagulation
intravasculaire disséminée [162]. En effet, leqpédtes ont la capacité d’interagir avec les
bactéries, soit directement avec une protéine bantée exposée [163], soit indirectement par
I'intermédiaire d’'une molécule plasmatique qui skrtpont entre la bactérie et un récepteur a
la surface des plaquettes [164]. C’est ainsi queétiedes ont décrit la capacité de différentes
bactéries qui se lient aux plaquettes a induire dgmégation et leur dégranulation. C'est le

cas deStaphylococcus aure(i$64], Chlamydia pneumonigé 65], etMycobacteriuni166].

Des interactions avec des pathogenes non-bacté@mgrsgalement été décrites comme pour
le HIV [167], I'influenza [168] ou le virus de laaecine [169]. Ces infections virales sont
frecquemment associées a une thrombocytopénie quérvient par destruction des
meégacaryocytes et/ou des plaquettes infectéespaoie virus lui-méme soit par le systeme
immunitaire [170]. On répertorie aussi des contager des champignons pathogenes comme
Candida albicans[171] ou Aspergillus fumigatug172] ; le fait qu'un grand nombre de
champignons pathogénes pénétre dans le compartimgavasculaire suggére qu'une
interaction avec les plaquettes pourrait influentaur potentiel pathogene. Enfin, les
plaquettes interagissent également avec les pegsastmmeToxoplasma gondi[173] ou
Plasmodium falciparunf174], dans un mécanisme de cytotoxicité faisamérvenir les

récepteurs aux IgE des plaquettes.

La capacité des plaguettes a se lier aux agemstiafix suggere un rble dans la protection de

'organisme. D’un autre c6té, cette caractéristigaerrait tout aussi contribuer au transport et
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a la dissémination de l'infection [175]. Toutefols, role des plaquettes dans les défenses
antimicrobiennes est renforcé par deux observatiolas premiére est la capacité des
plaquettes a internaliser certains pathogenes wiktubactériens dans un compartiment
cellulaire spécifique [167] et la seconde, miseu jrés récemment par Chapnwral, serait
leur aptitude a présenter un antigene dans le xiendu CMH de classe | et a activer
directement des LT naifs [176]. Cette derniére olamn mérite d'étre confirmée, en
particulier par le contréle de I'absence de conteation par des lymphocytes dans la fenétre
de sélection des plaquettes. Ainsi, les plagustesblent étre fortement impliquées dans la

détection des antigénes sanguins potentiellemerdedaux et dans le déclenchement d’'une

réponse immunitaire appropriée.

I-E.3. Les plaquettes dans I'hémophilie A

Jusqu’a présent, peu d’'informations sont disposilsler le role des plaquettes dans
I’hémophilie A et les complications liees au traient par le FVIII exogéne. Récemment,
deux groupes ont cherché a savoir si les plaquelss patients hémophiles A étaient

fonctionnellement identiques a celles d’individams.

Ainsi, van Bladekt al ont-ils émis I'hypothése que I'état d’activatienla fonctionnalité des
plaguettes pouvaient avoir une influence sur le&s& des saignements observés chez les
patients hémophiles A [177]. En analysant le nivdaxpression membranaire de CD62P
comme témoin de l'activation des plaquettes, ldswag ont montré que les hémophiles A
séveres présentaient un plus fort pourcentage agueltes constitutivement activées en
comparaison aux hémophiles A mineurs/modérés etcamxrles sains. L’examen de la
concentration plasmatique de marqueurs solubld@actesation plaquettaire tels que PF4 ou
RANTES a confirmé cette observation. De plus, leau d’expression de CD62P s’est avéré

bY

proportionnel a la consommation de FVIII par ledigrds : plus les patients avaient
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consommé de FVIII, moins leurs plaquettes étaietiv@es de fagcon constitutive, c’est-a-dire
gue plus I'organisme se rapprochait de la physieleg recevant du FVIII, plus les plaguettes
ressemblaient a celle d’'un individu sain. Une étimahetionnelle a montré que les plaquettes
des patients hémophiles A sévéres surexprimaientadtage de CD62P en réponse a une

stimulation par 'ADP que celles d’'individus sains.

Ces observations ont conduit les auteurs a conglueel’absence de FVIII chez les patients
hémophiles A entrainait une sur-activation basaés ghlaquettes circulantes et une
hyperensibilité dans leur réponse aux agonistess ¢ but de compenser le déficit de la

coagulation créé par I'absence de FVIII.

Cependant, une étude antérieure de Grunetall [178], réalisée sur une cohorte de patients
hémophiles A et B sévéeres n‘avait pas montré deastivation plaquettaire, tant dans
'expression constitutive des marqueurs d’activatmembranaires CD62P, CD63, PAC1 et
TSP que dans l'expression induite par TRAP 6 (uptige dérivé de la thrombine) de ces
méme marqueurs, en comparaison a des contrbles. $2énplus, I'étude de I'agrégation
plaquettaire en réponse a différents agonistes @ImbDP, la ristocétine et I'épinéphrine
confirmait cette tendance, a I'exception du colfege qui induisait une agrégation
significativement plus faible chez les patients bphiles séveres que chez les donneurs sains.
Les auteurs ont conclu a une absence d’activatmnpensatoire des plaquettes chez les
patients hémophiles séveres et ont justifié la méporéduite au collagene par un défaut
fonctionnel concomitant de leurs plaquettes, quirpat contribuer au phénotype sévere de la

maladie.

Ces deux études contradictoires se focalisent esbement sur le role hémostatique des
plaguettes chez les patients hémophiles et posenguestion d'une modification du

comportement des plaquettes dans des conditiongodgulation durablement altérée.
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Connaissant a présent leur capacité pro-inflammeatdans les réponses immunitaires,

linfluence de plaquettes potentiellement pertush@ans la réponse anti-FVIII reste a

explorer.
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I-F.  Objectifs de mon travail de thése

Au cours de mon travail de thése, j'ai cherchéenmtifier I'origine du signal de danger
responsable de I'activation de la réponse immumitedntre le FVIII thérapeutique. Dans ce
contexte, j'ai envisagé trois possibilités : unayioe liée a la structure intrinséque du FVIII,
une origine liée a I'environnement inflammatoiresuiéant de I'absence de FVIII, et une

origine liée a I'environnement inflammatoire génpat la réintroduction de FVIII.

I-F.1. Signaux de danger liés a I'environnement avanttiga de FVIII

L'une de mes hypothéses de travail est que laleselec FVIII chez les patients
hémophiles A ne perturbe pas seulement la coagalatiais altere également, sur le site de
saignement, l'activation plaquettaire, créant ainsi contexte inflammatoire capable de
fournir les signaux de maturation responsables 'detivation des cellules effectrices

spécifiques du FVIII au moment de son injectionsdéorganisme.

I-F.2. Signaux de danger liés a I'environnement généréadministration de FVIII

La réintroduction soudaine de FVIII dans un orgam@sdont la coagulation a été
initiée puis mise en attente provoque une explosieria génération de thrombine. Or, la
thrombine est I'activateur le plus efficace degjpkttes qui possédent un fort potentiel pro-
inflammatoire. J'ai donc cherché a mettre en éwidaim réle des plaquettes dans linitiation

de la réponse anti-FVIII.

I-F.3. Signaux de danger liés a la molécule du FVIII

Au travers des travaux de Pfisterhamraesl [104] et de Gaitondet al. [124] nous
avons vu que la capacité du FVIII a activer direwtat les CPA restait controversée. En ligne
avec cette question, des travaux préliminaires puiiiés réalisés au laboratoire ont montré

gue Tlinjection intraveineuse de la chaine légewe RYV/III, qui est dépourvue d'activité
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procoagulante, est suffisante pour induire une méeanti-FVIll chez les souris déficientes
en FVIII, suggérant que des structures sur le F86Ht responsables de sa reconnaissance par
le systeme immunitaire conduisant a linitiatiorudé réponse anti-FVIIl. De plus Amitt

al. ont rapporté que le FVIII activait la voie des R'la la surface d'une lignée de

macrophages et interagissait avec le TLR2 humaif][1

En utilisant une autre méthode, j'ai souhaité r&érain vitro I'activation directe des

macrophages et du TLR2 par le FVIII thérapeutique.
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[I- RESULTATS

[I-A. Le FVIII thérapeutique n’active pas TLR1.2 et TLR2.6in vitro

Environ 30 % des patients hémophiles A développeetréponse immunitaire qui inhibe le
FVIII thérapeutique injecté. Limmunogénicité du MV exogene est d'autant plus
surprenante que la protéine est administrée par imtiaveineuse et en I'absence d’adjuvant.
L'apparition de cette réponse alloimmune impligqtendiocytose du FVIII par les cellules
présentatrices de I'antigene (CPA), et I'activatitas CPA par un signal de danger conduisant
a un état de maturation qui garantit I'activatioasdlymphocytes T au moment de la
présentation antigénique. La nature du signal dgelaresponsable de la maturation des CPA
est inconnue. J'ai cherché a savoir si le FVIltrhéme avait la capacité d’'agir en tant que
signal de danger et dinduire la maturation des CHAusieurs études concernant
limmunogénicité intrinseque du FVIII ont été mesgavec des résultats contradictoires.
Alors que Pfistershammaet al. avait montré que le FVIII n’induisait pas la matiion de
cellules dendritiques dérivées de monocytes hum{®@sDC) [104], Amith avait décrit dans
sa thése que le FVIII thérapeutique conduisaitétivation d’'une enzyme impliquée dans la
reconnaissance d'un ligand par les TLR2, 3 et 4 aurface de macrophages murins, plus
spécifiqguement le TLR2 comme l'indiquaient ses eignees sur des cellules transfectées
avec les différents TLR [179]. De plus, une étudeente montrait que le FVIII couplé a
certaines particules induisait une maturation gaisle que le FVIII seul sur des cellules
dendritiques dérivées de moelle osseuse murine BM-[124], suggérant de maniére
indirecte que le FVIII induisait une maturation @-DC. J'ai donc ré-évalué la question en
testantin vitro la maturation des BMA, une lignée de macrophagesing ainsi que
I'activation de la voie de signalisation du TLR2 p&aFVIII sur des cellules transfectées avec
les hétérodimeéres TLR1.2 et TLR2.6, en présencd-\ddl. En accord avec l'étude de

Pfistershammer, mes résultats ont montré que ldl RVétait pas capable d’induire la

62



RESULTATS — Article 1

maturation des macrophages murins. De plus, coatnent aux travaux d’Amith, je n’ai pas
mis en évidence I'activation de la voie de sigraitn du TLR2 par le FVIII. Mes résultats ne
sont pas en faveur d’une immunogeénicité intrinsédueFVIll thérapeutique tel qu'il est

injecté chez les patients hémophiles A.
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Abstract

Introduction. The administration of therapeutic factor VIII (FYjllto patients with
hemophilia A induces the development of inhibitanti-FVIII IgG in a substantial number of
patients. For an antigen-specific immune resporssaldvelop, antigen-presenting cells
(APCs) need to mature and procure appropriateicosktory signals to T cells at the time of
presentation of the endocytosed antigen. The natuitke danger signals that induce APC
maturation, thus initiating the anti-FVIII immunesponse, are yet ill-characterized.

Aim. Contradictory reports on a direct effect of therameFVIIl on APC maturation have
been released. Here, we investigated whether FMiBctly triggers toll-like receptor 2
(TLR2) signaling.

Methods. The capacity of human recombinant FVIII to promtte maturation of mouse
BMA macrophages was investigated by flow cytomelmyparallel, the triggering of TLR1.2
or TLR2.6-expressing HEK293 cells by FVIII was azald following transfection of the
cells with a reporter construct for NFkB activity.

Results.In contrast, to zymosan, a known TLR2 agonist, humeombinant FVIII did not
induce the maturation of mouse BMA macrophagesnatyzed by the levels of expression
of CD80, CD86, CD40 and I-Ab at the cell surfacartkermore, incubation of FVIII with
TLR1.2 or with TLR2.6-expressing cells failed taieate NFkB, while NKkB activity was
triggered in the presence of zymosan.

Conclusions.Our results confirm that FVIII alone is not a saiof danger signal for APCs.

Keywords: factor VI, hemophilia A, FVIII inhibitors, antign-presenting cells, toll-like

receptors
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Introduction

Replacement therapy with exogenous factor VIII ([FMhduces an allo-immune response to
FVIII in up to 30 % of patients with hemophilia A][ The immune response is characterized
by the production of inhibitory anti-FVIIl antibogs. The immunogenicity of therapeutic
FVIII is surprising given the fact that the moleeu$ administered intravenously, a route not
typically considered as immunogenic, in relativielw amounts and obviously in the absence
of adjuvant. Importantly, a substantial fractionpatients with severe hemophilia A and with
no traces of circulating FVIII antigen never deyelmhibitory anti-FVIII antibodies. This
suggests that the absence of thymic education dfmphocytes towards FVIII, and the
ensuing absence of establishment of central taterdaa the molecule, is not sufficient to
explain the immunogenicity of the drug.

Several non-exclusive explanations for FVIII immgenicity have been proposed. Risks for
inhibitor development have thus been associated priedisposing genetic factors, with the
environment or context that prevails at the tim&¥fll administration [2]. Besides, by virtue
of its pro-coagulant activity, activated FVIII petsa burst in the generation of thrombin,
that not only turns fibrinogen into fibrin to conislate the platelet clot, but also activates
proteinase-activated receptors, thus generatingadioin signals necessary to ignite the anti-
FVIII immune response [3]. The latter finding rem&ihowever controversial since FVIII
variants devoid of pro-coagulant activity were rgbeshown to present with the same degree
of immunogenicity as native FVIII in a mouse modékevere hemophilia A [4], suggesting
that part of the immunogenicity of FVIII is intrilesto its structure and not only to its cofactor
activity.

Toll-like receptors (TLR) are key sensors of th@ate immune system responsible for
recognizing conserved molecular structures, terpetiogen-associated molecular patterns

(PAMP), expressed by various pathogens [5]. Theagegent of PAMPs with the
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corresponding TLRs leads to the initiation of aipilammatory transduction cascade that
culminates in nuclear translocation of NB-transcription factor and upregulation of diverse
inflammatory mediators, such as co-stimulatory mgles (CD40, CD80, CD86), cytokines,
chemokines, which together, serve essential funsticn promoting specific immune

responses [6, 7]. So far 10 TLR have been idedtifichumans. Among them, TLR2 has the
unique ability to heterodimerize with TLR 1 and Bdarecognize the most diverse set of
PAMPs [8, 9]. TLRs also respond to endogenous magécules that are released during cell
death and injury. The latter include degradatioadpcts of the extracellular matrix, heat-

shock proteins, high-mobility group box 1 proteamsloxidized lipids

A recent report suggested that FVIII is able tgger TLR-2 at the surface of mouse
macrophages and transfected HEK293 cells [10]. Bsx#his is in contradiction with earlier
reports showing that FVIII does not directly induttee maturation of immature human

monocyte-derived dendritic cells (MO-DCs), we relexated the question.
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Material and Methods

Preparation of FVIII

FVIII (Helixate®, CSL-Behring, Paris) was dialyzeaainst DMEM for 2 hr at 4°C.
FVIII:Ag and FVIII:C were quantified using an Assehron? kit (Stago, Asniéres sur Seine,
France) and a chromogenic assay (Siemens, Mar@agnany), respectively, using human

plasma as a standard. All concentrations indicatedased on the FVIII:Ag values.

Activation of BMA macrophages

The BMA macrophage cell line generated from C57Bh6e was a gift of Dr M Szewczuk
(Queen’s University, Kingston, Ontario, Canada)][IBMA cells were grown in DMEM
(Gibcd®; Life technologies, Saint-Aubin, France) supplemented with 5% FC®\{®ist) and
5 pg/ml plasmocin (Invivogen). Cells (1°1¢ells/ml) were incubated in 24-well plates (FPP
Trasadingen, Switzerland) alone or with 10 pg/mliFduring 24 hr. As a positive control,
cells were incubated with 66.7 pg/ml zymosan A fr&accharomyces cerevis{®&igma-
aldrich; St. Louis, MO), a known TLR2 ligand (SigrA&drich). Cells were harvested with
Accutase (Invitrogen) and immunostained with PEeledal anti-TLR2 (TL2.1, eBioscience;
San Diego, CA), FITC-labelled anti-Ly6c (AL-21), Pd&belled anti-CD11b (M1/70), FITC-
labelled anti-IR (AF6-120.1), PE-labelled anti-CD11lc (HL3), FITG&led anti-CD86
(GL1), PE-labelled anti-CD80 (16-10A1) or PE-lakdllanti-CD40 (3/23 BD P) (all from BD

biosciences) antibodies. Stained cells were thatyaed by flow cytometry (LSR II, BD).

Activation of TLR-transfected HEK 293 cells
HEK293 cells transfected with human TLR1.2 (hTLR1lahd human TLR2.6 (hTLR2.6)
were purchased from InvivoGen. HEK293 cells tractsfé with human TLR3 (hTLR3) were

obtained from Prof | Cremer (INSERM UMRS 872, Centlte Recherche des Cordeliers,
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Université Pierre et Marie Curie, Paris, Francd)R¥ransfected HEK293 cells were grown
in DMEM (Gibco®) supplemented with 10% FCS and 10 ug/ml blaticigimvivogen).
hTLR1.2, hTLR2.6 and hTLR3-expressing HEK293 c&l4.0' cells/100 pl) were seeded in
flat-bottom 96-well plates 24 hr before transfectidhe cells were transiently transfected
with the NF-kB-driven secreted alkaline phosphatase (SEA#ppmter construct (pNiFty-
SEAP, Invivogen) using Lipofectamine 2000™ (Invgem). Twenty-four hours following
transfection, cells were stimulated for 24 hr w7 pg/ml zymosan, 10 pug/ml FVIII or left
untreated as controls. SEAP activity in the ceppesnatants was measured by colorimetric
assay using the QUANTI-Blue™ substrate (Invivogédptical densities were measured by a

microplate reader (GENios, TECAN) at 620 nm.

69



RESULTATS — Article 1

Results

Incubation of FVIII with BMA macrophages fails to activate the cells

Macrophages express a wide variety of Toll-likeepors [12]. We thus used the BMA
mouse macrophage cell line to test the activationTloR by FVIII. Untreated BMA
macrophages expressed low levels of different whffeation (CD11b, CD11lc, Ly6C) and
maturation (CD80, CD86, CD40 and I-Ab) markers, wasll as TLR2 (Figure 1A).
Stimulation of the cells with zymosan induced acréase in the expression levels of all the
tested markers including TLR2. Conversely, incuraif the macrophages with FVIII was
not associated with an increased expression ofiffierentiation and maturation markers,

suggesting the absence of TLR triggering by recoantti FVIII.

FVIIl is not a ligand for TLR2

Because BMA cells are of mouse origin, we repeateadlar experiments using HEK cells
expressing different human TLR molecules. Upon gkation, TLRs recruit various protein
kinases via several adaptor molecules, such as Blyle&8ding to the nuclear translocation of
NF-xB, a transcription factor implicated in the actigatof numerous genes. To monitor the
induction of TLR2 signaling, we transfected hTLRZressing HEK293 cells with pNiFty-
SEAP, aTLR-signalingreporter plasmid. Binding of NkB to the plasmid promoter leads to
the secretion of alkaline phosphatase that candsesuned using a colorimetric assay. Human
TLR1.2 and TLR2.6-expressing HEK293 cells were bated with zymosan, FVIII or left
untreated as controls. While non-stimulated cetlssented with baseline levels of MB-
promoter activation, zymosan induced the activatibthe NF«xB promoter in both hTLR1.2
and hTLR2.6-expressing HEK293 cells (Figure 1Bhdtvever failed to activate N&B in
control human TLR3-expressing HEK293 cells. FViésted at different concentrations

systematically failed to trigger TLR 1.2, TLR 2& well as TLR3.
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Discussion

For an immune response to develop, antigen-pregenglls (APCs) need to endocytose the
antigen and to provide T cells with co-stimulatsignals at the time of antigen presentation.
To this end, APCs have to reach a maturation statesponse to “danger signals” delivered
by the microenvironment. In the case of the anttFWhmune response, the nature of the
danger signals and of their target receptors resnaindefined. Pfistershammet al.
previously published that FVIII fails to induce theaturation of human monocyte-derived
dendritic cells (MO-DCsjn vitro, suggesting that FVIII is not able to directly picie human
DCs with danger signals [13]. Conversely, Gaitoatlal recently documented a reduction of
the surface expression of CD40 at the surface mdiitec cells derived from the bone marrow
of hemophilic mice following incubation with FVIImixed to phosphatidylinositol, as
compared to FVIII alone [14], thus indirectly sugtieg that FVIII may impart some
maturation to APCs. Besides, a functional intecacbetween therapeutic FVIII and TLR2 on
BMC-2 C57BI/6 mouse macrophages was recently stiggdesing an assay for the detection
of TLR ligand-induced sialidase activity [15]. Ihet present study, TLR2-expressing BMA
macrophages, which are identical to the BMC-2 tig#, failed to up-regulate maturation
markers following incubation with therapeutic F\VWhile zymosan, a known TLR2 ligand,
induced maturation. Accordingly, incubation with IHVof TLR1.2 and TLR2.6-expressing
HEK293 cells transfected with BLR-signalingreporter plasmid did not activate the cells in

contrast to zymosan.

Different endocytic receptors have been describatl mediate FVIII internalization. These
include receptors involved in FVIII catabolism, Buas receptors of the low-density
lipoprotein receptor family [16, 17], heparan sufgh proteoglycans [18] and the
asialoglycoprotein receptor [19]. Siglec-5, a familf receptors that recognize sialic acid

structures and are mainly expressed on macropla@gshas recently been proposed as an
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additional catabolic receptor for FVIII [21]. To téa CD206 is the only reported endocytic
receptor implicated in FVIII immunogenicity [22-24flowever, to our knowledge, none of
the described endocytic receptors able to bind IFM# endowed with maturation inducing
capacity. Of note, all these studies have beeropedd using DCs as a model of APCs. Yet,
we have reported the importance of macrophagekeinnitiation of the anti-FVIII immune
response [25]. Furthermore, amino-acids 2090, 2182 2093 in the C1 domain of FVIII
have recently been shown to mediate FVIII endodytasd immunogenicity in a CD206-
independent pathway, thus paving the way towards ittentification of an additional

endocytic receptor for FVIII [26].

Taken together, our results confirm that FVIII immogenicity is not inherent to a direct
triggering of TLRs. It however does not exclude thessibility that FVIII triggers the
maturation of innate immune cells once it is in pbeR to yet unidentified partner

molecule(s).
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Figure legend

Figure 1. FVIII fails to activate TLR2. Panel A. Expression levels of activation markers
on BMA macrophages incubated with FVIII. 3.10 cells were incubated alone (empty
bars), with 10 pug/ml FVIII (grey bars) or with 6619/ml zymosan (black bars) for 24 hr. The
expression of TLR2, Ly6C, CD11b, | Ab, CD11c, CD&)80 and CD40 at the surface of
the cells was analyzed by flow cytometry and isregped as mean fluorescent intensities
(MFI). Data are representative of two independespeements.Panel B. Activation of the
NF-kB promoter in hTLR2-expressing HEK293 cells incubagd with FVIII. Cells were
transfected with the NkB reporter pNiFty-SEAP plasmid. After 24 hr, ceNsre incubated
alone (white bars) with 10 pg/ml FVIII (white barsjith 10 pg/ml OVA (blue bars) or with
66.7 ug/ml zymosan (grey bars) for 24 hr. The demreof SEAP was measured using a
colorimetric assay with the QUANTI-Blue™ substra®EAP activity was assessed by

reading OD at 620 nm.
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[I-B. Etat d’activation des plaquettes dans un modéle e¥pimental d’hémophilie A

L’absence de FVIII chez les patients hémophiledtéra de facon importante la coagulation.
Une des hypotheses que j'ai cherchée a vérifieqestcette perturbation pourrait également
avoir des répercussions sur les partenaires dul lBeliis 'hnémostase, qui compenseraient la
faible coagulation par une augmentation de leuvigetpro-coagulante. En particulier, je me
suis intéressée aux plaquettes, partenaires @wi@#édu FVIII dans la cascade de la
coagulation et dont la sur-activation compensatpaerrait créer un contexte inflammatoire
propice a linitiation de la réponse immunitairente le FVIII exogene. En effet, les
plaquettes activées sécretent des chimiokinessetytekines capables d’attirer et d’activer
les cellules du systéme immunitaire. De plus, undeérécente conduite par van Bladehl.
montre que I'activation des plaquettes est augneechéz les patients hémophiles A sévéres
[177]. Cependant les travaux antérieurs de Grirceetahl. n’avaient pas montré d’activité
compensatoire des plaquettes chez les patientsgindlem séveres [178]. Afin d’aborder la
guestionin vivo dans un systeme qui n'est pas perturbé par ddsufacgénétiques ou
environnementaux inhérents a toute population hoepgiai étudié I'état d’activation et la
capacité a étre activées des plaquettes de s@uiages et de souris déficientes en FVIII.
Ces deux souches de souris, de fond génétique G67Bht réecemment été croisées au
laboratoire afin de nous assurer du minimum deabdiié génétique, a I'exception de la
mutation sur le gene responsable de I'hémophilieagAcomparaison des plaquettes purifiées
issues des deux souches murines n'a révélé audfi@éesidce significative, tant dans I'état
basale d’activation des plaguettes, que dans bpadté a étre activees en réponse au peptide
activateur TRAP-4 et a la thrombine. Mes résulitadsquent que I'absence de FVIII chez les
souris hémophiles A adultes non manipulées, n'es pssociée a une sur-activation
compensatoire des plaquettes. Ces résultats excluenrdle d'une hyperactivation des

plaquettes circulantes dans la formation d’un cdaetenflammatoire préalable a I'injection de
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FVIII thérapeutique et qui aurait favorisé le dépmiement de la réponse anti-FVIII chez les

souris hémophiles A.
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Activation state of platelets in experimental
severe hemophilia A

Factor VIII (FVIIN) is a key protein of the coagulation
cascade where it acts as the cofactor of activated factor
IX. Upon activation, FVIIlI dissociates from von
Willebrand factor and binds to phospholipids at the sur-
face of activated platelets to form the tenase complex,
thus leading to the activation of factor X, to a burst of
generation of thrombin and to the formation of fibrin
that consolidates the platelet clot." Abnormalities in the
gene encoding FVIII lead to hemophilia A (HA), arare X-
linked recessive hemorrhagic disorder that concerns one
male in 5000. Depending on the residual activity of FVIII
in plasma, HA is classified as severe (<1%), moderate (1-
5%) or mild (5-25% ).? Although this classification corre-
lates with the bleeding phenotype, about 10% of severe
HA patients rarely bleed spontaneously, indicating that
FVIII activity is not the only parameter defining the phe-
notypic severity of the disease.’

In their recent publication,* van Bladel et al. investigat-
ed the basal state of activation and responsiveness of cir-
culating platelets under conditions of abnormal hemosta-
sis as a potential parameter influencing the bleeding phe-
notype of the patients. They found that the state of acti-
vation of platelets is up-regulated in patients with severe
HA. The percentage of platelets expressing CD62P (P-
selectin) at their surface was greater in patients with
severe HA (15.9%) as compared to that in patients with
mild/moderate HA (8.2%) and in healthy controls
(6.4%). An earlier report had, however, failed to find
signs of enhanced platelet pre-activation in patients with
severe HA.® In order to address the question in vivoin a
system that is not perturbed by the different genetic or
environmental factors that are typical of the human pop-
ulation, we studied the state of activation and respon-
siveness of platelets from wild-type mice and FVIII-defi-
cient (FVIII°) mice, an experimental model of severe
hemophilia A. To this end, wild-type and FVIII° mice
were crossed on the C57BI/6 background in our laborato-
ry to ensure the lowest genetic variability with the excep-
tion of the HA-causing gene alteration.

Blood was collected on ACD-C buffer (124 mM sodi-
um citrate, 130 mM citric acid, 110 mM dextrose, pH 6.5)
from 12-14-week old mice by intra-cardiac puncture.
Animals were handled according to local ethical authori-
ty recommendations (the Charles Darwin University
Animal Ethics Committee, Ce5/2010/045). Platelets were
purified in the presence of inhibitors (0.3 U/mL apyrase
and 100 nM prostaglandin E1) as described.® Purity of
platelets was over 99% as assessed by the expression of
CD41 and size estimate (side scatter) by flow cytometry
(data not shown). Platelets were then stimulated by the
thrombin receptor-activating peptide TRAP-4.” The state
of activation of platelets was estimated by the surface
expression of CD62P, of allbb3 (GPlIb/Illa) and by the
surface binding of fibrinogen, measured by flow cytome-
try. Results are expressed as mean fluorescence intensi-
ties (MFI£SEM) on the total platelet population (Figure
1).
Unstimulated platelets demonstrated low levels of
expression of CD62P, allbb3 and of surface-bound fib-
rinogen, that did not differ between wild-type mice and
FVIII® mice (wild-type: 85+20, 479+60 and 173+49 MFI,
respectively; FVII®: 71+9, 519+74, and 217155 MFI

haematologica | 2012; 97(6)

respectively). Interestingly, similar levels of expression of
CD62P and allbb3 were measured on platelets in fresh
blood (data not shown), suggesting that the purification
procedure does not activate the platelets. In the case of
wild-type mice, incubation of the platelets with TRAP-4
resulted in a drastic increase in the expression levels of
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Figure 1. Basal activation status and responsiveness of platelets
from FVIll-deficient mice (FVIII°®) and their wild-type littermates
(WT). Platelets were purified from the blood of WT (open bars) and
FVIII® mice (full gray bars). Purified platelets were incubated alone
or with 100 mM or 150 nM of TRAP-4 in tyrode buffer for 15 min
at room temperature. The surface expression of CD62P (upper
panel), allbb3 (middle panel) and surface binding of fibrinogen
(lower panel) were determined by flow cytometry using a PE-con-
jugated rat anti-mouse CD62P monoclonal antibody (Wug.E9), a
PE-conjugated rat anti-mouse allbb3 monoclonal antibody
(JON/A), and oregon-green-labeled fibrinogen, respectively.
Results (5-8 mice per group) are expressed as mean fluorescence
intensities (MFl) + standard error mean (SEM). Differences were
compared statistically using the non-parametric Mann-Whitney
test.

81



RESULTATS — Article 2

- Letters to the Editor

CD62P, allbb3 and in surface-bound fibrinogen  Adivation state of platdets in experimental severe hemophilia A.
(916+138, 3282+236, and 1714+182 MFI, respectively;  Haematdogica 2012,97(6):000-000.
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[I-C. Réle adjuvant des plaquettes dans 'immunogénicitdu FVIII thérapeutique chez

les souris hémophiles A

L’injection de FVIII exogéne dans un organisme awcdbagulation est interrompue déclenche
une reprise soudaine de la fonction hémostatigus/oguant une explosion de la génération
de thrombine et de FXa. En addition de leur rles@im de la cascade de la coagulation, la
thrombine et le FXa sont des activateurs des réaeptactivés par les protéaspsofease-
activated receptorsPAR) [180, 181], exprimés a la surface de nondmsucellules, en
particulier des cellules endothéliales et des pttga, qui sont des partenaires-clefs de la
coagulation. Récemment, Skupsély al. ont montré que la thrombine jouait un réle dans
l'initiation de la réponse anti-FVIIl chez les smuhémophiles A [127]. La thrombine est
l'activateur le plus efficace des plaquettes, ddattivation entraine la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires. De plus, les plamggednt été impliquées dans la régulation
de processus immunologiques et inflammatoires [1B23]. L’activation massive des
plaguettes, en réponse a la thrombine générée’ipgrction de FVIII exogene, pourrait
fournir les molécules responsables de l'activatiobnsysteme immunitaire dans la réponse
contre le FVIII thérapeutique. Par ailleurs, les/&tux de Verschoat al. avaient montré que
les plaquettes peuvent transporter certains patiesgélans la rate [175], ce qui permet
l'initiation d’'une réponse immunitaire protectridén effet, la rate est un organe lymphoide
secondaire, haut lieu d’initiation de réponses imitaires. De plus, notre équipe a mis en
evidence une accumulation du FVIII injecté dangata ainsi que I'importance de cet organe
dans le développement de la réponse anti-FVIII daesouris [74]. Ainsi ai-je recherché un
réle des plaquettes dans la réponse anti-FVIII ébgesouris hémophiles A, de méme que des
eléments suggérant que ce rble pouvait passergmivation des PAR par la thrombine.
L’élimination des plaquettes de souris hémophileavant I'injection de FVIII exogene

conduisait a une réduction importante de la répargeFVIIl, par rapport a des souris
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injectées sans élimination préalable des plaqudadas ailleurs, I'élimination des plaquettes
n'empéchait pas le FVIII injecté de s’accumuler glémrate des souris déficientes en FVIII.
Le blocage de la voie d’activation des plaquettes I[ADP, par I'inhibition du récepteur

P.Y1,, ne conduisait pas a une diminution de la répoase-FVIIl, contrairement a

inhibition de la voie d’activation des plaquettgmr la thrombine grace aux peptides
inhibiteurs de PAR1, 2 et 4. Mes résultats montrent role des plaguettes dans
limmunogénicité du FVIII exogene chez les sour&mophiles A. Ce role n'est pas lié au
transport du FVIII dans la rate par les plaquettesis est associé a l'activation des PAR, ce
qgui suggéere une implication de la thrombine daeffdt observé dans le modéle murin

d’hémophilie A.
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Abstract

Replacement therapy with exogenous factor VIII (BVIn patients with hemophilia A
results, in up to 30% of the cases, in the ememeasfcinhibitory anti-FVIIl IgG. The
immunogenicity of FVIII has been attributed at leas part to its capacity to generate
thrombin that, in turn, activates the pro-inflamorgt protease-activated receptors (PARS).
Because PARs are expressed on platelets and beuatedets participate in the generation of
antigen-specific humoral responses, we investigdtedcontribution of platelets to the anti-
FVIII immune response. The onset of inhibitory &#lll IgG was studied in FVIlI-deficient
mice after antibody-mediated platelet depletiomanistration of PAR inhibitors or chemical
blocking of platelet activation. Both the depletiohplatelets and inhibition of PARs led to a
reduction in the immunogenicity of FVIII, that wamt reproduced when platelets were
blocked with clopidogrel. Platelets however did nediate the accumulation of FVIII in the
spleen. Human platelets induced dendritic cellsunaéibn and T-cell proliferatiom vitro
irrespective of the presence of FVIII. Taken togethour results suggest that platelets
participate in bringing about inflammatory sign#éiat play an adjuvant role in the immune

response to exogenously administered FVIII underdghilic conditions.
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Introduction

Hemophilia A (HA) is an hemorrhagic disorder thegults from a lack or a deficiency in pro-
coagulant factor VIII (FVIII! FVIII is a key protein in the blood coagulatiorscade. Upon
activation, FVIII integrates the tenase complexivated FIX, FX and phospholipids) at the
surface of activated platelets or endothelial céllsis complex leads to the generation of
activated FX (FXa), thrombin and, ultimately, fibrihat consolidates the platelet clothe
most efficient treatment of bleeding episodes in pHients consists in the intravenous (iv)
administration of therapeutic FVIIl. Unfortunateiyy up to 30 % of the patients, treatment
with exogenous FVIII results in the emergence di-BX111 IgG that inhibit the therapeutic
FVIII.®> The immunogenicity of therapeutic FVIII is unexfeEt since FVIII is injected
intravenously, a notoriously non-immunogenic route, relatively low amounts and,
obviously, in the absence of adjuvant.

For an immune response to develop, the targetemtigeds to be endocytosed by antigen-
presenting cells (APCs). Provided that appropriagguration signals are available in the
vicinity of the encounter of antigen with APCs, AP@ill present the processed antigen to
naive antigen-specific T cells together with inéispible co-stimulatory signals. While the
endocytosis of FVIII by APCs and its presentatiorF¥1ll-specific T cells has been studied
both in human and micE’ the nature of the signals that promote the maamaif APCs at
the time of FVIII uptake, leading to the triggeringnaive T cells, remains uncharacterized.
Among the possible sources of maturation signalso(aalled danger signals), a direct
contribution of FVIII has been proposed that res@ilom the capacity of activated FVIII to
generate a burst in thrombin production. In thegatetion cascade, thrombin activates
several coagulation factors including FVIII andtéacV, and cleaves fibrinogen into fibrin.
Thrombin is also an agonist of protease-activaea@ptors (PARS), which are expressed on

different cell types, in particular endotheliallsednd platelets. PAR signaling on platelets and
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endothelial cells leads to the release of diffepntinflammatory mediators and chemokines,
including reactive oxygen species, CD154 (CD40dAda IL-1$, MCP1, IL-6, IL-8 and
RANTES? Using FVIlI-deficient mice as a model of severenophilia A, Skupskyet al
have shown that thrombin plays a role in the itigia of the anti-FVIII immune responSe.
The latter finding remains however controversiatei FVIlI variants devoid of pro-coagulant
activity were recently shown to present with thensadegree of immunogenicity as native

Fvi. 10

Platelets are highly reactive components of hers@stnd wound repair systems that are at
play following vascular injury® More recently, a role for platelets in the regjokatof
immunological and inflammatory processes has beeowered. Thus, platelets, by virtue of
their capacity to release a wide range of inflanunatnediators, are essential actors of the
inflammatory processes that lead to atherosclerasthronic inflammation affecting arterial
blood vessel&.Furthermore, Elzegt al have demonstrated a key role for platelets in the
formation of antigen-specific antibodies in mieln the present study, we investigated

whether platelet are implicated in the immune raspdo FVIII in FVIlI-deficient mice.
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Methods

Preparation of FVIII

All in vivo andin vitro experiments were performed using Helixate® (a Igiftifrom CSL-
Behring, Marburg, Germany), a human recombinanit lerigth FVIII produced in baby
hamster kidney cells. FVIII was directly diluted phosphate buffered saline (PBS) for
replacement therapy in FVIII-deficient mice (i.2.lJU FVIll/injection). In otherin vivo orin
vitro experiments, FVIII was dialyzed against RPMI fan 2t 4°C. After dialysis, FVIII:Ag
and FVIII:C were systematically quantified by Bradf, Asserachrom kit (Stago, Asnieres

sur Seine, France) and chromogenic assay (Siefkamburg, Germany).

Mice

Mice were 7 to 10-week-old inbred 129xC57BL/6 (HE2Dackground) exon 16 FVIII-
deficient males (a gift from Prof H.H. Kazazian, dnd Dr R. Sarkar, University of
Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia). &eere administered human recombinant
FVIII (11U or 500 IU) diluted in PBS or PBS onliy retro-orbital iv injection once a week
for up to 4 weeks. In some experiments, mice reckly minutes before FVIII injection 20 pg
of the R300 rat anti-mouse CD42b platelet-depletmgibody or of an isotypic control
antibody (Emfret analytigsEibelstadt, Germany), a cocktail of PAR1, PAR2 dMR4
inhibitory peptides (200 ug of each, peptides ma&onal Louisville, KY, USA) diluted in
PBS, or PBS only. In other experiments, mwere fed 0.33 mg/ml clopidogrel (Plavix®
Sanofi, Paris, France) in drinking water for 7 day®r to FVIII injection and during the
treatment period. A water consumption of 15 ml/§0fer 24 h was assumed to provide an
estimated daily intake of 50 mg/kg clopidogrel peouse® Blood was collected by retro-
orbital puncture at the end of the third and fourdek after the first administration of FVIII.

Serum was kept at -20°C until use. Groups of fiegen mice were used in each set of
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experiments. Animals were handled in agreement \ittal ethical authorities (Comité

régional d’éthique Ce5/2010/045).

Titration of anti-FVIII IgG

Plates for enzyme-linked immunosorbent assay (ELINAnc, Roskilde, Denmark) were

coated with FVIII (2 pg/ml; Recombinate®, Baxteraiepas, France) overnight at 4°C, and
blocked with PBS, 1 % bovine serum albumin. Mousei®: was then incubated in dilutions
for 1 h at 37°C. Bound IgG were revealed using @ydase-coupled goat monoclonal anti-
mouse IgG (Southern Biotech, Anaheim, CA, USA) anlstrate. A mouse monoclonal anti-
FVIIl IgG (mAb) was used as a standard. Resultsex@essed in pg/ml mAb-equivalent.

The use of Helixate® or Recombinate® as a coateldl Bvitigen yielded identical results in

ELISA (data not shown).

Titration of FVIII inhibitors

Serum was incubated with standard human plasmangig) for 2 h at 37°C. The residual
pro-coagulant FVIII activity was measured using laomogenic assay following the

manufacturer’'s recommendations (Siemens). Inhipitders, expressed in Bethesda units
(BU)/ml of serum, were calculated as describedveisee’ Bethesda titers are defined as the

reciprocal of the dilution of serum that yields@0Oresidual FVIII activity.

Mouse T-cell proliferation

Spleens were recovered 3 days after the injectiéivVtll. Splenocytes (0.25 x faells/well)
were incubated in triplicates for 72 h alone, wikNIIl (0.1, 1 and 10 pg/ml) or with
concanavalin A (2 ug/ml). Cell proliferation was asared by incorporation of*H]-

thymidine (0.5 puCi/well) for an additional 20 hmdais expressed as counts per minute or
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stimulation index that represents the ratio ofdhe measured in the presence of antigen with

respect to the proliferation measured in culturelioma alone.

Purification of human platelets

Platelets were obtained from healthy volunteers wad not taken medication for 10 days.
Blood was collected on citrate-dextrose anticoaguleo prepare washed platelets as
previously reported® The purity and state of activation of the purifipdhtelets was
monitored by flow cytometry using cell size (forwascatter), granularity (side scatter), and

the expression of CD41 and low expression of CD62P.

Human naive T-cell activation

Monocytes were purified from peripheral blood mondear cells (PBMCs) of healthy
individuals using CD14 microbeads (Miltenyi BioteBergisch Gladbach, Germany) and
were differentiated into immature dendritic cel@-DCs) upon incubation with GM-CSF
(2000 IU/million cells) and IL-4 (500 IU/million ¢is) for 5 days. Immature MO-DCs were
pulsed in serum free X-VIVO 15 medium with 20 pg/EVIll (Helixate®). After 2 hr,
purified human platelets were added to MO-DCs @t 1:50 or 1:100 MO-DC/platelet ratios,
and 2 IU/ml of thrombin were added to activate fiatelets. Platelets fixed with 4% of
paraformaldehyde were used as a control. As aip@sibntrol for induction of maturation,
MO-DCs were incubated with 1 pg/ml LPS and 10 ngliNF-a. After 48 hr of incubation,
DCs were harvested. Part of the DCs was analyzethéoexpression of surface markers by
flow cytometry (LSR II, BD Biosciences) using ardies specific for HLA-DR and CD83.
Autologous CDZ T cells were negatively purified from frozen PBM@sing microbeads
(Miltenyi Biotec) and depleted of the CD¥ regulatory T cell$® The CD4 T cells were

stained with cell trace violet (molecular probesi®yitrogen, Saint Aubin, France) and
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incubated with the rest of the MO-DCs in 96-wellimd bottom plates for 7 days with at 1:40
DC/T-cell ratio. Cells were then collected and rstdi with an anti-human CD4 antibody
conjugated to APC. The proliferation of CD4+ T seNas analyzed by flow cytometry after

exclusion of the dead cells with propidium iodid&ising.

In situ detection of FVIII by immuno-histochemistry

Mice received a retro-orbital injection of 20 ugR800 or of the isotype control antibody.
Five min later, mice were injected with 10 pug ofIF{Helixate®) diluted in PBS. Mice were
sacrificed 30 min later, spleens were collected andp-frozen in liquid nitrogen. Serial
cryosections (10 um) were air-dried fixed in acetoRVIIl was detected with a sheep
polyclonal anti-human FVIII 1gG (Kordia, Leiden, terlands) followed by a donkey anti-
sheep IgG conjugated to Alexa Fluor 647 (InvitrageParlsbad, CA). Metallophilic
macrophages were detected with a rat monoclonddaaht anti-Siglec-1 conjugated to FITC
(Abd Serotec, Kidlington, UK). Nuclei were countaised with Hoechst 33342 and tissue
sections were mounted with ProLong® Gold antifagkgent (Invitrogen). Image acquisition

was performed with an Axiovert® M200 microscopeiédg equiped with Apoptome®.

Quantification of FVIII co-localisation with metalbhilic macrophages.

Digital images were analyzed with the ImageJ safwéNational Institute of Health,
Bethesda, MD, USA). An ImageJ macro was writtenatgdomatically measure signal
intensities for Siglec-1 and FVIII, and co-locatiba. Background fluorescence values were
determined by automatic threshold using the ‘mowsiealgorithm. Threshold values were
subtracted from the original images and the Integr®ptical Density (IOD, i.e., the sum of
the gray level of all pixels) was measured to giaRVIIl and Siglec-1 signal intensity. The

background signal measured in control PBS-treatémk mvas subtracted from the signal
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measured in FVlll-treated mice. Co-localizationFdflll with Siglec-1 was evaluated as the
sum of the gray level of all pixels in the FVIII age for which the grey level in the Siglec-1
image respectively was also above the thresholdjeti by the 10D of the FVIII image. For

each tissue section, images from 5 fields wereyardl at a 40X magnification; data were
averaged. Images were focused on fields that iedugd pulp, marginal zone and white

pulp.
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Results

The depletion of platelets reduces the immunoggro€iFVIIl in FVIII-deficient mice

We first investigate the importance of the preseoicplatelets in the initiation of the anti-
FVIII immune response in FVIlI-deficient mice. Tlig end, naive mice were treated at day 0
and at day 10 with the platelet-depleting rat mdéma antibody R300 that is directed against
mouse GPIb (CD42b); control mice received an iuaht isotype-matched rat antibody

control’

All mice received 1 IU FVIII immmediately after dainjection of antibodies, and a
second injection a week later. Efficient platelepltion was confirmed on whole blood by
flow cytometry using an anti-CD41 antibody (datat sbhown). Control mice displayed a
robust anti-FVIIl immune response, as shown by tewels of anti-FVIIl IgG
(1186.7+202.1 pg/ml, Fig 1A) and by the inhibitditer in serum (28+14 BU/ml, Fig 1B).
Conversely, R300-treated mice demonstrated drégtioaduced levels of anti-FVIII IgG
(173.5+45.1 pg/ml, P<0.0001 as compared to comtio€) and inhibitory titers (6£2 BU/ml,
P<0.01). Cell proliferation was assesseditro on purified splenocytes by incorporation of
[*H]-thymidine. Splenocytes from both the groups a€emproliferated to identical levels in
the presence of concanavalin A, a lymphocyte naitatiducer (data not shown) and
proliferated in a manner dependent on the condamtraf FVIII (Fig 1C, inset in the case of
control mice). Interestingly, splenocytes from R3f#ated mice proliferated significantly
less than that of control mice in the presence\dflfP<0.01, Fig 1C).

In order to confirm the latter data, we adaptedlérnative strategy for antigenic challerge.
Naive FVIlI-deficient mice received either the R3tlatelet-depleting antibody or the isotype
control once a day for 3 consecutive days; all nmeeeived a single bolus dose of FVII
(500 1U) immediately after the first antibody admsination on day 0. Levels of anti-FVIII

inhibitory 1IgG were measured after three weeks biSB and Bethesda assay. In agreement

with the previous set of experiments, R300-treateck displayed drastically reduced anti-
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FVIII IgG levels and inhibitor titers as comparea ¢ontrol mice (Fig 2, 332.6+142\s

1547.5£372.7 pg/ml, P<0.01 and 2#449+26 BU/ml, P<0.05; respectively).

Distribution of FVIII in the spleen of FVIII defient mice

We and others have demonstrated previously thatgemausly administered FVIII
accumulates in the spleen of FVIlII-deficient mi€&? A role for platelets has been suggested
in the transport of pathogens to the spevle examined whether platelets mediate FVIII
accumulation in the marginal zone of the spleenivé&&VIII-deficient mice were treated
with R300 or isotype control antibody, and recei®BIS or 10 pug FVIIIl. In a naive mouse
treated with the isotype control antibody, FVlillefgrentially accumulated in the marginal
zone of the spleen (Fig 3, left panel), at the lleok Siglec-1-positive metallophilic
macrophages (Fig 3, middle and right panels), avipusly reported® Thus, 37.4+4.5%
(meanzSEM) of the detected FVIII co-localized witmetallophilic macrophages.
Interestingly, the depletion of platelets using B3fld not alter the capacity of FVIII to
accumulate in the marginal zone of the spleen 8Big4.5.16 +0.7.16 AU) as compared to
the isotype control-treated mice (5.540.1.10 AU) and did not modulate the capacity of

FVIII to co-localize with metallophilic macrophagé<g 3D, 35.7+4.2%).

Inhibition of PAR-signaling and P2Y12-signaling Ipatiys in FVIlI-deficient mice

We then inspected whether the inhibition of pldtedetivation at the time of FVIII
administration may reduce FVIII immunogenicity vivo. We first inhibited thrombin-
mediated signaling by injecting the mice with a mixPAR1, PAR2 and PAR4 inhibitory
peptides, immediately before the administratiod ¢ of FVIII. Mice treated with inhibitory
peptides to PARs developed significantly lower Isva anti-FVIII IgG (236.0£41.0 pug/ml)

as compared to PBS-treated mice (521.4+64.5 p§nt,014) (Fig 4A).
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In another series of experiments, mice were feth widpidogrel, a specific inhibitor of the
P2Y12-signaling pathway that is required for oplilA®P-mediated platelet activatioA*
Platelets from clopidogrel-fed mice were resistarADP-mediated activation, as shown by a
lack of expression of CD62P and GPlibllla by platelexposedh vitro to ADP in whole
blood (data not shown). Clopidogrel-fed mice andtad mice mounted anti-FVIII immune
responses with similar intensities (189.8+21.5 Ugamd 197.5+25.1 ug/ml, respectively,

P=0.809, Fig 4B).

Platelets induce the maturation of MO-DCs in vitro

Lastly, we investigatedn vitro whether the presence of therapeutic FVIII modulates
maturation of human monocyte-derived dendritic scdbly thrombin-activated platelets.
Immature human MO-DCs were incubated alone or ®ithil and thrombin, in the presence
of non-activated fixed platelets. The activation MO-DCs was studied by the levels of
expression of MHC class Il (HLA-DR, Fig 5A) and CB&ig 5B). Incubation of MO-DCs
with LPS and TNFa for 48 hr, resulted in the over-expression of MH@nd CD83 as
compared to untreated platelets, indicating actjomsiof a mature state of the cells.
Interestingly, addition of fully functional platéeto MO-DCs induced expression levels of
HLA-DR and CD83, that were close to that generdtgd PS and TNFe, while fixed non-
activated platelets only activated MO-DCs to a nmalg extent. DC maturation was
dependent on the number of platelets added touhere wells. Platelet-activated MO-DCs
stimulated the proliferation of naive CD4+ T celitem healthy donors depleted of CD4+
CD25"" T cells. The maturation profiles of MO-DCs anddksvof T cell proliferation were
identical whether FVIII alone or with thrombin haden added to the co-cultures or not (Fig
5 and data not shown), suggesting that purifiedctional platelets get spontaneously

activatedin vitro when co-cultured with MO-DCs and that thrombimda required in the
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process. The data also suggest that FVIII doeserereduce nor facilitate platelet-mediated

MO-DCs maturation.
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Discussion

A role for platelets as adjuvants of immune respenBad been documented previously.
Indeed, Elzeyet al showed that depletion of platelets in normal nesults in decreased
antigen-specific antibody responséd-urther, a pathogenic inflammatory role for plets!
has been established in arthftiand immune thrombocytopenic purpétaio confirm a role
for platelets in the immunogenicity of exogenousliE\Vve first depleted platelets from
FVIlI-deficient mice using the anti-CD42b R300 #atily prior to FVIII administration. To
this end, we developed two experimental protodalthe first, mice were treated twice with a
depleting dose of R300 (or isotype control) prinréplacement dose of exogenous FVIII and
received an additional boost of FVIII alone. Thienghation of platelets was associated with a
6-fold reduction of the levels of inhibitory antw¥HI IgG, and with a reduction in the
generation of FVIlI-reactive CD4+ T cells. The treant was however also associated with
an elevated mortality of the mice linked to hemagds, probably owing to the concomitant
absence of FVIII and platelets. We thus developedlternative protocol wherein a bolus of
FVIIl was injected at a high dose on day 0 andgiéas were depleted only between days 0 to
2. In the latter case, we did not observe an isg@anortality of the mice, and the anti-FVIII

immune response was at least 4-fold lower in tceatemals as compared to controls.

Different signaling pathways have been shown td léa platelet activation. Here, we
investigated the importance of the triggering off2Aby thrombin and of P2Y12 by ADP.
Our results indicate that inhibition of P2Y12-siing by clopidogrelin vivo does not have a
significant repercussion on the intensity of thei-&WI1ll immune response in hemophilic
mice. In contrast, blocking PARs using specificilmiory peptides to PAR1, 2 and 4 at the
time of FVIII administration was associated witt22-2.5-fold reduction in the anti-FVIII
immune response. PARs are a family of four differeceptors, of which PAR1, 3 and 4 may

be triggered by thrombif?*’ leading to the delivery of potent pro-inflammatsignals. Our
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data thus support previous work demonstratingdeaeration of thrombin, subsequent to the
intravenous administration of exogenous FVIII tolPRdeficient mice, participates in the
initiation of the immune response to FVIII. Indeéde inhibition of thrombin by hirudin at
the time of exogenous FVIII administration in F\tleficient mice was associated with a 3-
fold decrease in the intensity of the anti-FVIlIrmane respons&Furthermore, co-injection
of regular Balb/c mice with ovalbumin (OVA) and @mbin induced ovalbumin-specific 1IgG
and CD4+ T cells, that was not found when ovalbumis injected alon®.PARs are
differentially expressed on platelets and on enel@hcells, both in human and mice. Thus,
mouse platelets express only PAR3 and PAR4, whdas®a endothelial cells express at least
PAR1, 2 and 47*® To our knowledge, inhibitory peptides for PAR3 are available. PAR3
has been proposed to act as a co-receptor for Paig4is not able to signal by itself in
response to thrombin, in contrast to PAR&esides, although we have used an inhibitory

peptide to PAR2, PAR2 is not typically activatedtbygombin®

Our data suggest thaplatelet activation, concomitant with or resultinfigpom the
administration of exogenous FVIII, participates the immunogenicity of the therapeutic
molecule. A spontaneous state of activation ofgbdés in patients with severe hemophilia A,
as well as their capacity for being activaiedvitro, has been investigated recently with
contradictory conclusions. van Bladel et al. theported that the state of activation of
platelets is up-regulated in patients with sevefe While an earlier study had failed to find
signs of enhanced platelet pre-activation in théepes>"3? Using FVIII-deficient mice, in an
in vivo situation that is not perturbed by the differeahetic or environmental factors that are
typical of the human population, we have recen#yndnstrated that the absence of pro-
coagulant FVIII in un-manipulated adult hemophilmice is associated neither with
alterations in the activation status of circulatiptptelets nor with their ability to be

activated®® The situation may however be different under hiegdconditions where
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exogenous FVIII is introduced in the circulation attime when the activated platelet

aggregate is not stabilized at the bleeding site.

Several mechanisms have been elucidated that expkiactivation of the immune system by
platelets. Platelets have thus been demonstratduleictly induce the maturation of dendritic

3435 an observation that we confirm in the present wakle also show that

cells in vitro,
platelet-matured MO-DCs induce the proliferatiomaive T cells. In our hands, induction of
the maturation of MO-DC was independent of the gmes of FVIII. Similarly, addition of
thrombin did not increase the capacity of platetetdérigger MO-DC maturation, probably
due to the fact that purified platelets spontangoastivate when cultureth vitro, unless
blocked by specific inhibitor® Our results on T-cell activation also suggest #wivated T

cells are not specific for FVIII, since T-cell piferation was also induced by platelet-matured

MO-DCs incubated without FVIII.

We and others have demonstrated previously thatgemausly administered FVIII
accumulates in the spleen of FVIlI-deficient mi€greferentially in the marginal zone at the
level of metallophilic macrophagé$and that VWF is not required in the proc&urgical
removal of the spleen was shown to reduce the RAfili immune response, thus
demonstrating the importance of the spleen in tiigation of respons& Interestingly,
platelets have been shown to transport blood-bpatbogens to the spleen in a manner
dependent on GPIb and complement C3, thus allosfregific T-cell priming?® Our present
results suggest that platelets are not implicatetie accumulation of therapeutic FVIII in the
marginal zone of the spleen: the amount and loatidiz of FVIII in the marginal zone of the
spleen was identical in platelet-depleted and cb@inimals. The latter results may be due to
the protective effect of von Willebrand factor thmaevents circulating FVIII from interacting
with activated platelet¥, and/or to the fact that our experiments are peréat in animals

that, unlike hemophilia A patients, do not shownsigf recurrent spontaneous bleeds.

100



RESULTATS — Article 3

Taken together, our results suggest that platgelatscipate in bringing about inflammatory

signals that play an adjuvant role in the immurspoase to exogenously administered FVIII
under hemophilic conditions. Whether plateletsigam-presenting cells and FVIII encounter
at the site of clot formation or at the site otietion of the immune response to blood-borne

antigens (that is, the spleen) remains to be imyetsd.
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Figure legends

Figure 1. The depletion of platelets reduces the imunogenicity of FVIII in FVIII-
deficient mice.FVIII-deficient mice received 2 intravenous adrstrations (iv) 10 days apart
of 20 pg of an irrelevant polyclonal antibody (ot control, isotype) (n=10, full squares),
or of 20 pg of the R300 platelet-depleting antib@aky8, empty squares). Mice received 1 1U
FVIII iv after each injection of antibodies. Sevedays after the last injection, all mice were
administered iv with 1 IU FVIII. Three days latenjce were anaesthetized to collect spleens
and blood by intra-cardiac puncture. Levels of litiory anti-FVIII IgG were measured in the
serum by ELISA (panel A) and by Bethesda assayelp@h Results are expressed as pg/ml
using a mouse monoclonal anti-FVIIl IgG as a statidand as Bethesda units (BU)/ml,
respectively (meantSEM). Splenocytes from isotyp@iFtreated mice (black bars) and
R300/FVIII treated mice (empty bars) were stimudatgth FVIII (0.1, 1 and 10 pg/ml) for
72 h. Cell proliferation was assessed by incorpamadf [3H]-thymidine, and is expressed as
stimulation index (mean+SEM, Panel C). Inset. Daesssponse to FVIII (0.1, 1 and 10 pg/ml)
of splenocytes isolated from an isotype/FVIII-texhtimice expressed in counts per minute
(cpm). Differences were compared statistically gdime non-parametric Mann-Whitney test.

Data are representative of two independent expetsne

Figure 2. Depletion of platelets reduces the immurmgenicity of bolus-administered
FVIIl. . FVIll-deficient mice were injected intravenousijth 20 pg of isotopic control (n=6,
full squares) or 20 pg of the R300 platelet-deptetantibody (n=5, empty squares). Mice
received 500 IU FVIII iv immediately after the iofeon of antibodies. The two following
days, mice received an additional injection of 20qgfithe isotopic control or of R300. Levels
of inhibitory anti-FVIII IgG in serum were measurég ELISA (panel A) and by Bethesda

assay (panel B). Results are expressed as pg/ng asmouse monoclonal anti-FVIII IgG as
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a standard, and as BU/ml, respectively. Differenvgere compared statistically using the non-

parametric Mann-Whitney test. Data are represesgtati two independent experiments.

Figure 3. The depletion of platelets in FVIII-defigent mice does not prevent the
accumulation of exogenous FVIII at the level of sehic metallophilic macrophages.
FVIll-deficient mice were injected with 20 g obispic or 20 pug of R300 platelet-depleting
antibody. Five minutes later, mice were injectethwliO pg FVIII or with PBS. Mice were
sacrificed 30 min later. Histological frozen senBoof spleen were labeled with anti-FVIII
antibodies in green (panel A, left) and with angi#&c-1 (metallophilic macrophages)
antibodies in red (panel A, middle). The co-locien of FVIII with Siglec-1-positive
metallophilic macrophages is shown in yellow byesupposition of green and red staining
(Panel A, right). The signal intensity of FVIII (pal B) and Siglec-1 (panel C) labeling was
measured at a 40X magnification and is expressehitrary units (AU), where boxes and
whiskers depict median, minimal and maximal valueselve to eighteen fields per tissue
section were quantified. The amounts of FVIII codbzing with Siglec-1 are expressed with

respect to the total FVIII signal intensity (Pabgl

Figure 4. Inhibition of PAR- and P2Y12-signaling pahways in FVIlI-deficient mice.
Panel A. Inhibition of PARs by inhibitory peptidesVIll-deficient mice received 4 weekly
intravenous (iv) injections of phosphate-bufferatine (PBS) (full squares, n=6) or a mix of
PAR1, PAR2 and PAR4 inhibitory peptides (200 pgeath) (empty squares, n=7). Mice
received 1 IU FVIII iv after each injection of PB& inhibitory peptides. Data are
representative of two independent experiments. [Farahibition of ADP-signaling pathway
by clopidogrel. FVIlI-deficient mice were fed clamgrel (0.33 mg/ml) in drinking water for

35 days. From day 8 onwards, mice received 1 IUIIRVIa week for 4 weeks. Inhibitory
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anti-FVIIl IgG were measured in serum 3 days dtterlast FVIII injection by ELISA, using
a mouse monoclonal anti-FVIII IgG as a standard] &y Bethesda assay. Results are
expressed in pg/ml and Bethesda units (BU)/ml (me&EM). Statistical significance of the

differences was assessed using the non-parameano-MVhitney U-test.

Figure 5. Platelets induce the maturation of monodg-derived dendritic cells (MO-DCs)
and activation of naive T cells in vitro.MO-DCs (0.6x18 cells/well) were cultured alone,
with fixed non-activated platelets (1:100 ratio)thwplatelets (1:50 and 1:100 ratios) or with 1
pg/ml LPS and 10 ng/ml TNF-alpha (TNB; either alone (empty bars) or in the presence of
10 pg/ml FVIII and 2 IU/ml thrombine (Flla) (fulldss). The expression of MHC Il (panel A)
and CD83 (panel B) at the surface of the cells aaalyzed by flow cytometry and is
expressed as mean fluorescent intensities (MFlja Bee representative of three independent
experiments obtained with MO-DCs from three différeealthy donors. Panel C. Autologous
CD4' T cells were negatively purified from frozen PBM@&sd depleted of CD4+CD2%!
regulatory T cells. The T cells were stained wittll drace violet and incubated with
stimulated MO-DCs (Panels A and B) at a 40:1 T/Déll ratio. Proliferation of the CD4+ T
cells was assessed after 7 days of culture as tlo¢ @élls with a reduced cell trace violet
labeling. Representative of two independent expamisiusing MO-DCs and T cells from two

different healthy donors.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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lll- DISCUSSION

La neutralisation du FVIII thérapeutique par deicanps inhibiteurs est la complication la
plus redoutée du traitement des patients hémophiketsconduit a une impasse thérapeutique
majeure. L'objectif de ma thése était d'identifies signaux de danger responsables de
I'initiation de la réponse immunitaire contre le IHVexogéne, afin d’ouvrir la voie a de
nouvelles approches thérapeutiques destinées aedtamunogénicité du FVIII injecté. Je
me suis plus particulierement intéressée au r&8eTd® et des plaquettes dans I'activation du
systéme immunitaire et a leur responsabilité éwlgulans la stimulation de la réponse anti-
FVIII. Ainsi ai-je envisagé différentes sourcesdgignaux de danger : 1) la molécule de FVIII
elle-méme par interaction directe avec des récepteellulaires tels que le TLR2; 2) le
contexte inflammatoire d’'un organisme dont la cdecde la coagulation est perturbée par
'absence de FVIII endogene, notamment |'état babattivation des plaquettes; 3) le
contexte inflammatoire consécutif a l'introductiale FVIII exogéne dans l'organisme,
laquelle entraine la reprise soudaine de la cotignlaen recherchant un role des plaquettes

dans la réponse anti-FVIIl.

l1I-A. Immunogénicité intrinseque du FVIII

Nos résultats préliminaires, évoqués dans lintobidn (paragraphe I-F.3) concernant
'immunogénicité de la chaine légére (LCh) du FYlIhous ont encouragés a explorer
I'hnypothése selon lagquelle la molécule de FVIII tent des structures capables d’entrainer la
maturation des cellules innées du systéme immuemitaéifin de tester cette hypothése, jai
recherché si 'une des chaines du FVIII était cpdb potentialiser 'immunogénicité d’'une
protéine qui n'induit pas de réponse immunitairezcta souris lorsqu’elle est injectée seule :
le premier domaine de I'hnémagglutinine (HA1) [183étte stratégie avait été développée par

I'équipe de Sher et avait permis de mettre en égeeun ligand du TLR11 chez la souris

grace au couplage de la profiline & I'ovalboumin85JL Pour cela, jai généré des protéines
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chimérigues comprenant HA1 et la chaine lourde (H&hla LCh du FVIIl. Alors que le
clonage et la production des fragments LCh-HAL &1 ldeuls ont été obtenus dans des délais
raisonnables, le clonage et la production du fragri&Ch-HAL se sont soldés par un échec,
apres plus de trois ans de tentatives. De plugrdduction d’une étiquette « c-myc » dans la
séquence des fragments LCh-HAL et HAL, destinéeragittre la purification des protéines
sur colonne danticorps anti-c-myc, n'a pas fonui®é. De méme, aucune des autres
tentatives de purification par HPLC ou chromatograpechangeuse d’ions n'a permis de
purifier les protéines recombinantes en quantités/ec une pureté suffisantes pour faire les

experiences qui étaient prévues.

J'ai tout de méme testé I'immunogénicité des pn&®ichimériques LCh-HALl et HAl
contenues dans le surnageant de culture concetieg, la souris déficiente en FVIII. J'ai
également co-injecté HA1 avec la LCh préalablenpemifiée a partir de FVIII recombinant
afin de tester I'importance d’'une liaison physicgrére le FVIII et la molécule inerte dans
I'effet potentiellement adjuvant du FVIII. Mes résis ont montré que la réponse IgG anti-
HA1 était significativement augmentée lorsque lahL€tait fusionnée avec HAL en
comparaison avec l'injection de HA1 seul, contmaieat a la co-injection de la LCh et du
HAL1 (Figure 9). Ces résultats, bien que non exphdits a des fins de publication pour
I'instant, nous ont encouragés a explorer d’'aupisses afin de mettre en évidence une
immunogénicité intrinséque du FVIII, en particulige rechercher un récepteur capable de

reconnaitre le FVIII et d’activer le systeme imntane.
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Figure 9. Immunogénicité des protéines de fusioh.es souris déficientes en FVIII ont été injectées
avec les différentes protéines de fusion (1 pmigbrés la 4™ injection, les IgG anti-cmyc-HAL du
sérum (dilution 1/30) ont été détectées par ELIS#s réactivités sont décrites en unités arbitradees
densité optique mesurée a 492 nm. Les réactivééslglc des souris des différents groupes ont gté
comparées deux a deux a l'aide du test non-paligomg&tde Mann-Whitney. Les valeurs médiangs
sont représentées par une barre horizontale paguehgroupe de souris.

Comme évoqué dans l'introduction (paragraphe |-2D13.il existe 5 principales familles de
PRR : les TLR, les NLR, les CTL, les RLR et les 2#ike receptors Les deux dernieres
familles de récepteurs reconnaissent des aciddéiques et ne sont donc vraisemblablement
pas impliquées dans la reconnaissance du FVIII.QHEs représentent une immense famille
de récepteurs dont certains, comme le CD206 [186]eoDCIR-2 [187], sont plutét des
récepteurs d’endocytose conduisant a une présamtatitigénique par les molécules du
CMH, et d’'autres, comme le Dectin-1 [188], ont Epacité d’activer les CPA et d’induire
I'activation des lymphocytes T (LT). Ainsi notreuége a-t-elle montré que le CD206 pouvait
endocyter le FVIII et conduire a sa présentatiam&lone de LT spécifique de la molécule

[77]. L'activation d’'un clone T spécifique d’'un @géne modélise une réponse immunitaire
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secondaire plutét que primaire, car les cellules,spnt des cellules « mémoires », ont déja
subi une premiére activation et se trouvent dangtah « pré-activé » : les signaux de co-
stimulation ne sont pas indispensables a leur @aiv et la reconnaissance du complexe
CMH ll/peptide suffit & induire leur activation. Peonséquent, cette étude ne permettait pas
de conclure quant a la capacité du FVIII a activer.T naif et donc la capacité de la voie
d’endocytose du CD206 a activer le systeme immueit@ cours d’'une réponse primaire.
Les NLR quant a eux sont des récepteurs cytosdjque’internalisation du FVIII implique
que la molécule se retrouve dans des compartinegmtesomaux, ce qui devrait exclure a
priori un contact avec ce type de récepteurs. LLld® Jont les PRR les mieux caractérisés et
également les mieux décrits quant a leur capaditétecter les signaux de danger et a alerter
le systeme immunitaire. Ce sont des récepteurs magraies dont certains sont a la surface

de la cellule et d’autres dans des compartimeniigdaiees comme les endosomes.

L’hypothése d'un effet direct du FVIII sur la madtion des cellules innées du systéme
immunitaire peut sembler surprenante. En effest@fshammeret al. avaient montrén vitro
gue le FVIII n'est pas capable d’induire directemianmaturation de MO-DC [104], ce qui
excluait une reconnaissance directe du FVIII par FRRR présents a la surface des DC.
Pourtant, plusieurs études ont fait part de fagoecte [179] ou indirecte [124] de la capacité
du FVIII a activer le systéme immunitaire. Les @rax de these d’Amith ont suggéré que le
FVIII thérapeutique était capable d’interagir ades TLR a la surface de macrophages
murins (BMC-2), de plaquettes humaines et de @dItiEK transfectées avec le TLR2 [179].
Dans cette étude, la technique utilisée pour démeomd liaison du FVIII avec le TLR2
consistait en I'hydrolyse d'un substrat fluorescgar une sialidase : la neuraminidase 1
(Neul), la sialidase étant activée a la suite daison d’'un ligand aux TLR2, 3 ou 4 [189].
L’intensité de fluorescence du substrat hydrolyd@it évisualisée au microscope a

fluorescence puis évaluée a l'aide d’un logici€lauixe part, les travaux de Gaitondeal.
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avaient montré que les DC préparées a partir dellenosseuse (BM-DC) de souris
hémophiles A exprimaient moins de CD40 a leur saflorsqu’elles étaient cultivées en
présence de FVIII pré-incubé avec du phosphatidgiiol (PI), que lorsqu’elles étaient
cultivées en présence de FVIII seul [124]. Cettglétsuggérait de facon indirecte que le
FVIII est capable d’induire une certaine maturatides BM-DC. En accord avec
Pfistershammer, notre étude de I'activation du T2 le FVIII n'a pas permis de mettre en
evidence un effet adjuvant direct du FVIII sur lataration des cellules innées du systeme
immunitaire (Article 1). En effet, entre nos maitesFVIIl s’est révélé incapable d’'induire la
maturation de macrophages murins (BMA) ou d’actleeFLR2 murin (résultats non publiés)

ou les TRL2 humains exprimés par les cellules HEX29

Dans ses travaux, Amith montrait que la Neul,afétnent complexée aux TLR2, 3 et 4, est
induite par la liaison d’un ligand au récepteurp&edant, le lien entre induction de l'activité
sialidase de la Neul et activation du TLR n’estgaBs. Cette étude pourrait donc témoigner
de l'association du FVIII avec TLR2 et non de ligation de sa voie de signalisation, a

I'origine d’un signal de danger.

Dans son étude, Gaitonde précisait que I'expresdwnCD40 a la surface des cellules
incubées avec le FVIII seul était faible, compaaéelle induite par le LPS, ce qui suggere la
possibilité que I'effet observé reflete un niveaexgression basale du CD40 par les BM-DC.
En effet, le CD40 est une molécule exprimée derfapmstitutive a la surface des DC et dont
I'expression est fortement augmentée lors de lairaabn des cellules [190]. De plus, méme
si 'expression du CD40 en réponse a l'incubatiarF&111-PI est statistiquement plus faible
gu'en présence de FVIII seul, les moyennes de dkmence observées dans les deux
conditions sont faibles et ne refletent probablenmas une différence biologique réelle.
Néanmoins, une étude antérieure conduite par laar@&jgipe montrait que, chez la souris

déficiente en FVIII, 'immunogénicité du FVIII-Plta&t plus faible que celle du FVIII seul
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[191]. Dans I'étude présente, le groupe montre lguel, contrairement a d’autres particules
lipidiques, n'est pas capturé par les cellules dégdes et pourrait donc interférer avec
I'endocytose du FVIII par les BM-DC lorsqu'il luise associé. En effet, une publication
récente montre qu’'une mutation dans le domaine €FMlll, provoquant une réduction
drastique de l'internalisation de la molécule e CPA humaines et murines, conduit a une
forte diminution de la réponse anti-FVIII chez lauss hémophile A [83]. L'origine de
limmunogénicité plus faible du FVIII-PI pourraitodc étre liee a une diminution de
I'endocytose du FVIII occasionnée par le Pl et aaime réduction de la maturation des BM-
DC. Afin de valider I'état de maturation effectiesl BM-DC en présence de FVIII seul, il
faudrait tester I'activation subséquente d'un LTf spécifigue du FVIII. Gaitonde observe
également une difféerence dans le comportement #8&98 issues de trois autres lignées
murines non hémophiles en réponse au FVIII. En,die BM-DC de souris non-hémophiles
exprimaient moins de CD40 a leur surface aprés stipo au FVIII que les BM-DC issues
de souris hémophiles. Encore une fois, les difiggsnobservées, méme si elles sont
statistiqguement significatives, ne sont pas d’umpldaude telle qu’'on puisse escompter un
effet biologique majeur. Il serait cependant ing8emt de rechercher si les BM-DC des souris
hémophiles ont une sensibilité particuliere au FEVdbit en termes de reconnaissance et
d’endocytose, soit en termes de stimulation pandécule. Pour cela, on pourrait reproduire
les travaux de Pfistershammedral. qui testait I'activation de MO-DC humaines par MIIF
seul [104] et comparer les résultats avec I'adtvatle MO-DC issues de patients hémophiles
A ayant développé ou non des inhibiteurs. L'absesed=VIII pourrait hypothétiquement
entrainer des modifications dans I'organisme déiemsa, par exemple en réduisant les seuils

d’activation menant a la maturation des CPA.

Nos résultats n'ont pas permis de mettre en évaleme activation directe du systeme

immunitaire par le FVIII qui passerait par sa cafgaa induire une maturation des CPA.
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Cependant, cela n’exclut pas que le FVII lié a undgre molécule que le VWF (dont
I'association avec le FVIII n’a pas démontré deawae a induire la maturation des MO-DC
[104]) non encore identifiée, puisse favoriser latunation des CPA ; ou encore qu’'une
modification quelconque du FVIII dans I'organismesdgatients, par exemple une oxydation,
puisse rendre la molécule capable d’activer ledulesl immunitaires des patients

hémophiles A.

l1I-B. Immunogénicité du FVIII lié au contexte inflammatoire créé par I'absence de

FVIII

De nombreuses pathologies présentant des troubliesabagulation sont caractérisées par
un état inflammatoire anormalement élevé, commadi@sclérose [192] ou le sepsis [193].
On observe dans la plupart de ces maladies qualdgsettes ont un état d’activation basal
anormalement éleve, ou une capacité d’activatigmamtée en réponse a un agoniste. Ainsi,
deux équipes ont-elles cherché a savoir si, chezpdtients hémophiles A, les plaquettes
compensaient la faible coagulation par un état Wteastivation basale ou une sensibilité
accrue a l'activation [177, 178]. En effet, la s@éedes symptdbmes, en particulier les fortes
hémorragies chez les patients les plus atteintgraib étre en partie compensée par une sur-
activation des plaquettes, comme cela est obsatage les chocs hémorragiques chez la
souris [194]. Notre hypothese était que la chrodides saignements chez les patients
conduirait ainsi a un état d’activation plaguettaievé de maniere constitutive, créant un

environnement inflammatoire propice a l'initiatidiune réponse immunitaire au moment de

I'injection du FVIII thérapeutique.

Comme évoqué dans l'introduction (paragraphe BEI8s deux études mentionnées ci-
dessus ont montré des résultats contradictoirestr@ement a I'étude de Grinewadt al.

van Bladelet al. mettaient en évidence une différence entre I'dtadttivation des plaquettes
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de patients hémophiles séveéres et celui des pkague¢ donneurs sains. On note cependant
que les cohortes de patients étudiées sont tré&atdifes : 'équipe de Grunewadd al. a
réalisé son étude sur des patients hémophiles B everes, n‘ayant pas développé
d’inhibiteurs [178], alors que van Bladet al ont étudié deux groupes de patients
hémophiles A : séveres et mineurs/modeérés, sameetes patients avec inhibiteurs [177].
Les deux équipes s’intéressaient a une corrélgimsible entre la séverité de la maladie et
une potentielle activation compensatoire des plagsiglans un organisme ou la coagulation
est fortement perturbée. C’est d’ailleurs ce quatneovan Bladel dans son étude puisque le
groupe de patients hémophiles A séveres présenigat sur-activation plaquettaire,
contrairement au groupe d’hémophiles A mineurs/megléCependant, si I'état de sur-
activation des plaquettes est un effet compensatage a une coagulation défaillante, alors
les patients dont les plaquettes sont plus actigéesient avoir un phénotype hémorragique
moins prononceé. Or ce sont précisément les patembphiles A séveres, présentant donc les
symptomes hémorragiques les plus sérieux, qui pessele plus fort pourcentage de
plaquettes activées. Notons néanmoins que darmplagtion hémophile A sévere, définie sur
la base d’'une activité en FVIII circulant inférieua 1% de la normale, 10 % des patients
présentent un phénotype clinique (saignements) raod®5]. De tels patients pourraient
introduire un biais dans les résultats obtenus tlagsoupe d’hémophiles A sévéres étudiés.
Il est intéressant de constater que I'auteur établke corrélation entre la consommation de
FVIII thérapeutique et I'activation basale des pieites : plus les patients ont recu de FVIII
thérapeutique, moins leurs plaquettes sont activégsendant, cette consommation élevée de
FVIII doit-elle étre interprétée comme le reflet slEgnements fréquents, traduisant ainsi un
phénotype sévere, ou bien le fait de recevoir iégarhent du FVIII permet-il a I'organisme
déficient de combler un manque et de se rapprodhaer fonctionnement hémostatique

normal ? La sur-activation des plaquettes chep#tients hémophiles A sévéres n’est peut-
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étre donc pas due a un effet compensatoire desgitaq, mais pourrait étre le reflet d’'un état
inflammatoire élevé au sein d’organismes dont lscade de la coagulation est fortement
perturbée. Cet état inflammatoire fournirait legnsiux de danger nécessaires a l'initiation de
la réponse immunitaire contre le FVIII thérapeuwtigau moment de son injection dans

I'organisme.

En effet, contrairement a la gravité des symptoiaesévérité de la maladie est un facteur de
risque avéré dans I'apparition des inhibiteurs ®llIH196]. Les souris déficientes en FVIII
offrent un outil d’'investigation idéal dans ce doneadans la mesure ou la sévérité de leurs
symptomes hémorragiques est mineure (elles ne rmetgepas de saignements massifs
spontanés), mais elles développent toutes une sépam FVIII. Ainsi avons-nous comparé
I'état d’activation et la capacité a étre activéles plaguettes de souris déficientes en FVIII
aux plaquettes de souris sauvages. Nous n'avonstaténaucune différence significative
entre les deux souches de souris (Article 2). Ledéteo murin d’hémophilie A sévére
confirme donc les résultats de I'étude de Griinewald ne mettant pas en évidence un
guelconque état compensatoire des plaquettesléiésavérité de la maladie chez les souris
hémophiles. L'absence de saignement dans le moadieth me nous permet cependant pas de
conclure quant aux conséquences de fréquentes tagiesr sur un éventuel état d’activation
compensatoire des plaguettes. En revanche, leqtaitces souris développent toutes une
réponse immunitaire contre le FVIII thérapeutiquevalide I'hypothése qu'un état
inflammatoire initial induit par les plaquettes gae étre une source de signal de danger chez
la souris. D’autres sources d’'inflammation menalat daturation des CPA peuvent toutefois

étre envisagees.

En effet, I'interruption presque totale de la cagcae la coagulation pourrait entrainer une
accumulation des facteurs de coagulation en amofd\dIl dans la cascade comme le FIXa,

ou encore des facteurs non consommeés en raisdardit e la cascade comme le FX ou le
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fibrinogene. Ainsi le fibrinogene est-il capabladiver le TLR4 et de conduire a la sécrétion
de chimiokines et cytokines par les macrophagespee MCP-1, IL-6, IL-8 ou TNFe [125,
197]. De plus, le fibrinogéne est impliqué danssfurs maladies avec une forte composante
inflammatoire comme I'athérosclérose ou l'arthritematoide [198]. La piste des TLR reste
donc intéressante, non pas en tant que réceptaury/ldl mais, plus généralement, en tant

gue récepteurs de molécules inflammatoires préselates un environnent privé de FVIII.

La voie d’activation des TLR passe nécessairement Ip recrutement de molécules
adaptatrices (Paragraphe 1-D.2.2.2.), en particldienolécule MyD88. Afin d’étudier le role

des TLR dans la réponse anti-FVIII, j'ai tenté @émérer des souris déficientes en FVIII et en
MyD88, invalidant ainsi la voie de signalisation teis les TLR excepté le TLR3, et une
partie de la voie de signalisation du TLR4 [115p€ndant, malgré I'obtention d’'un nombre
normal de souriceaux par portée, aucun n'était lmygwte pour linvalidation du géene

codant le FVIII et du géene codant MyD88. Cette obson suggere que la double

invalidation affecte le développement embryonndie souris, uniquement lorsque MyD88
est invalidé de maniére homozygote, puisque desssdéficientes en FVIII et hétérozygotes
pour MyD88 étaient obtenues. Ceci souligne encaeefais, et de maniére indirecte, le lien
ténu qui existe entre inflammation et coagulatiehsuggére un lien possible entre TLR,

coagulation et développement embryonnaire, quer&@sxplorer.

L’'importance du contrdle de I'environnement inflagmire avant l'injection de FVIII est
soulignée par le travail de Kurnét al. mentionné dans l'introduction (Paragraphe 1-D.3.1)
En effet, cette étude pilote réalisée sur un gralgp@atients hémophiles A séveres suggere
que linjection de FVIII thérapeutique dans un eté qui évite au maximum les situations
inflammatoires telles que les saignements, lesciiies, ou les vaccinations, diminue le
risque d’alloimmunisation contre la protéine [11€les résultats sont controversés mais

I'équipe a récemment publié une suite, indiquar lgutraitement était toujours efficace dans
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la prévention du développement d’inhibiteurs cheg patients, aprés plus de 150 jours
d’exposition au FVIII (seul un patient sur 26 avaétveloppé des inhibiteurs). De plus, une
nouvelle étude a été initi€e avec un nouveau gralepg4 patients dont certains sont a fort
risque de développement d’inhibiteurs, en raisotadeature de la mutation ou de I'histoire

familiale de ce type de complication et, aprésalr§ d’exposition au FVIII, aucun n’avait

développé d’'inhibiteurs [199]. Pour rappel, lesiggets hémophiles A sévéres présentent un
risque maximum d’apparition d’'un inhibiteur au coutes 100-150 premiers jours cumulés

d’exposition au FVIII thérapeutique.

En ligne avec cette étude, nous avons cherchéuiredd contexte inflammatoire des souris
hémophiles A, en induisant la production d’hemeg®nase-1 (HO-1) avant I'injection de

FVIII (Paragraphe I-D.3.1). De cette facon, nousnsws parvenus a réduire fortement
'immunogénicité du FVIII chez les souris trait6@NNEXES, Article 1). En physiologie,

I'expression d’'HO-1 est induite, entre autre, pla¢ine. L’'héme est alors hydrolysé par 'HO-
1, ce qui conduit a la libération de fer libre dadormation de biliverdine et de monoxyde de
carbone (CO). Les deux dernieres molécules possélbsnpropriétés anti-inflammatoires
extrémement puissantes [200]. Les hémorragies geptént une source d’héme libre
importante et, par conséquent, une source d'incluaiHO-1. Cependant, les saignements
sont également une source importante d’inflammatem particulier par la libération de

dérivés réactifs de I'oxygenee@active oxygen specieROS) dont les propriétés fortement
oxydatives et I'implication dans les réponses imitaires ont été largement décrites [201].
Les hémorragies constituent donc a la fois unecsodiinflammation et de régulation de
I'inflammation, dans un équilibre finement réguln injectant un analogue de I'hnéme chez
les souris hémophiles, nous avons probablementpfitcher la balance en faveur d'un
environnement anti-inflammatoire qui n'est pas $ppé chez les souris hémophiles A. De

plus, ces souris ne saignent pas spontanément seggere que, dans ce modeéle, la balance
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inflammatoire n’est pas dépendante des hémorragi@sdiminution de I'expression du
CMH Il observée a la surface des CPA des sounteésm et la réduction subséquente de la
prolifération des LT [120] apportent une explicatiquant a la réduction drastique de la

réponse immunitaire contre le FVIII aprés injectd&la molécule.

Les informations croisées entre les patients etddéle murin d’hémophilie A ne sont pas en
faveur d'un environnement inflammatoire initial éaable a I'apparition d’'une réponse contre
le FVIII thérapeutiqgue au moment de son injectibme autre piste est a explorer : les

évenements consécutifs & I'administration d’'une éoae active au fort pouvoir pro-

coagulant dans un organisme a 'hémostase perturbée

[1I-C. Immunogénicité liee au contexte inflammatoire cré@ar I'injection de FVIII

L’injection de FVIII dans un organisme hémophilecénduit a une restauration soudaine
de la coagulation. Dans ce contexte, les facteaeri doagulation en aval du FVIII dans la
cascade de la coagulation comme le FXa, la throenbinla fibrine sont alors soudainement
et massivement générés. Les récents travaux desi8kapal. ont montré une réduction de
'immunogénicité du FVIII chez les souris hémophkilersque le FVIII était injecté avec de la
warfarine, un inhibiteur de la vitamine K qui blagla synthese de la prothrombine, du FVII,
du FIX et du FX [202]. De méme, I'hirudine, un ibheur spécifique de la thrombine
montrait un effet similaire sur 'immunogénicité &¥lll [127]. Cette étude suggérait un réle
de la thrombine dans l'initiation de la réponsei-&Mill chez la souris hémophilie A. Par
ailleurs, l'injection d'une faible dose d’ovalbureifOVA) en présence de thrombine chez des
souris sauvages conduisait a I'apparition d’'uneomép immunitaire contre I'OVA ; cette
réponse n’'était pas observée lorsque 'OVA étgddige seule. La thrombine semble donc
posséder les propriétés d’'un adjuvant immunologiqglest-a-dire qu’elle participe a créer le

contexte permettant [linitiation de réponses imnmires contre certains antigenes.
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L’initiation d’une réponse immunitaire contre urtigene comprend sa reconnaissance et son
endocytose par les CPA, la maturation des CPA ptdaentation des peptides dérivés de la
protéine aux LT dans le contexte du CMH. L’étaptaguelle la thrombine intervient en
temps gqu'adjuvant reste a déchiffrer. Est-ce unmomadirecte de la thrombine en tant
gu’activateur du systéeme immunitaire ou n’est-ejl€un intermédiaire qui conduit a la

production ou la sécrétion de molécules elles-médgs/antes ?

Parallelement a ce travail, et partant des mémesstatations que Supsky concernant
I'explosion de génération de FXa et de thrombirajsnavons entrepris I'étude du role des
récepteurs PAR dans la réponse anti-FVIIl. En geffes PAR sont des récepteurs dont
I'activation, de nature irréversible, se fait pdivage enzymatique. Ce clivage expose une
nouvelle partie du récepteur, un « ligand ancréapable de se lier de fagon intramoléculaire
a une région spécifigue et conduisant a l'activatau récepteur [203]. Les PAR sont
exprimés a la surface de nombreuses cellules, dityeer les plaquettes et les cellules
endothéliales, qui sont des acteurs clefs de laguaton. Parmi les agonistes de ces
récepteurs, on trouve le FXa, agoniste des PARA [@B0], et la thrombine qui active les

PAR1, 3 et 4 [181]. Comme évoqué précédemment.éteémtion de thrombine chez le
patient hémophile A est fortement dépendante démiiaistration de FVIII, il est donc

logique d’'imaginer que I'explosion de générationtdembine consécutive a I'introduction

du FVIII exogene chez le patient hémophile A pustsauler les PAR1, 3 et 4.

Ainsi avons-nous testé I'implication des PAR daasdponse anti-FVIII en administrant des
antagonistes des récepteurs PAR 1, PAR2 et PARétfa connaissance, aucun antagoniste
de PAR3 n’est disponible) a des souris hémophilggasée avant l'injection de FVIIl. Nous
avons observé que linhibition des PAR entrainai wéduction de la réponse d’lgG anti-
FVIII chez les souris traitées en comparaison aescsouris ayant recu du FVIII seul (Article

3). Les récepteurs PAR étant exprimés entre-auitrés surface des plaquettes (PAR3 et
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PAR4 uniquement chez la souris [204]) et des adl@ndothéliales (au moins PARL, 2 et 4
chez la souris [205, 206]), il nest pas facilenslaos expériences, d’apprécier I'importance
relative des PAR cellulaires et des PAR plaquetsatans I'activation de la réponse anti-
FVIII. Il est vraisemblable que dans nos expérisnoeus ayons bloqué I'activation des PAR
par le FXa et la thrombine a la surface des calleledothéliales (figure 9A). Les plaquettes
murines, quant a elles, ne sont pas activées gaxadepuisqu’elles n’expriment ni PAR1, ni

PAR2. En revanche, la thrombine, qui est l'activatke plus efficace des plaquettes perd
totalement cette fonction dans notre expériencgu(ei 10A) puisque, PAR3 n’étant pas
capable d’induire seul un signal d’activation eparése a la thrombine [207], I'inhibition de

PAR4 suffit a bloquer la voie d’activation des platies murines par la thrombine. Il aurait
été intéressant de confirmer l'implication de l'umau l'autre des protéases par
I'administration des inhibiteurs de PAR1 et PARQi guraient bloqué la signalisation du FXa
seul (Figure 10B). De plus, l'utilisation seule kEntagoniste de PAR4 nous aurait permis

d’explorer si le role de la thrombine dans la régmanti-FVIIl passe par les plaquettes (figure

10C).

Figure 10A.Inhibition des PAR1, 2 et 4 chez les souris : bdecde I'activation des plaquettes et des cellutekthéliales
par le FXa et la thrombine (Flla).
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Activation + Activation ++

Figure 10B.Inhibition des PARL1 et 2 chez la souris : blocdgd'activation des cellules endothéliales par le
FXa

Activation ++

Figure 10C. Inhibition de PARA4 : blocage de I'activation g#aquettes par la thrombine.

Figure 10. Conséquences présumées de l'inhibitiolsctive des PAR

Etant donné 1) le peu d’outils & notre disposifaur approfondiiin vitro le réle des PAR
dans la réponse anti-FVIIl, 2) les résultats deutlé de Skupsky sur I'importance de la
thrombine et 3) I'importance de la thrombine daiastivation plaquettaire par la voie de
signalisation des PAR, nous avons décidé d'explar@iste d’'un réle des plaquettes dans la
réponse immunitaire. En effet, une étude réalissiegzeyet al. montrait que des souris
sauvages injectées avec une forte dose d’OVA dgpalent une réponse IgG anti-OVA, ce

qui n’était plus le cas lorsque ces souris étgie@alablement dépourvues de leurs plaquettes
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[182]. On note que, dans ce dernier article, etramement a ce qui est décrit dans I'article de
Skupsky, I'OVA était capable d’induire une répoimsenunitaire chez la souris sauvage. Bien
que la voie d’administration soit identique dans deux études, la voie intrapéritonéale, les
quantités injectées étaient tres differentes. Hgupgectait 1 ug d’OVA une fois par semaine
pendant 5 semaines alors qu’Elzey administrait |2@@'OVA en une seule fois. En effet,
une protéine faiblement immunogene peut ne paguéaer de réponse immunitaire injectée
seule et a faible dose, en revanche au-dela d'wtaiceseuil, I'activation du systéeme
immunitaire est inévitable. Ainsi les plaquettembient-elles impliquées dans linitiation de

certaines réponses immunitaires contre des praté@&xegenes.

De la méme fagon, nous avons testé le réle desigti@s dans la réponse immunitaire contre
le FVIII thérapeutique chez la souris hémophileN®us avons observé chez ces souris, que
la déplétion des plaquettes avant I'injection dellF¥xogene réduit de facon drastique
I'apparition d’'une réponse immunitaire contre lelFMque le FVIII soit administré a faibles
doses de facon répétée, ou a forte dose en une isgedtion (Article 3). Ainsi, quelle que
soit la quantité de FVIII injecté, les plaquettestizipent-elles a I'élaboration d’une réponse
immunitaire contre la protéine. Nous avons égaldérabarché a déchiffrer le mécanisme par
lequel les plaguettes pouvaient intervenir danséfonse anti-FVIIl, en particulier si cela
dépendait de I'activation des plaquettes conséeuwiVadministration de FVIII, comme le
suggéraient nos résultats obtenus apres linhibiies PAR, ou d’'un éventuel transport du
FVIII vers la rate, organe fortement impliqué démséponse anti-FVIII chez la souris [74].
En effet, si la liaison du FVIII activé aux plagiest activées n’est plus a démontrée, cette
interaction privilégiée favorise-t-elle le transpdu FVIII dans la rate, ou se trouve prés d’'un
tiers des plaquettes de I'organisme ? Rappelonsngupublication récente décrit un réle des
plaquettes dans le transport de certains pathogharesla rate [175], et son importance pour

I'activation d’'une réponse immunitaire protectrice.
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L’étude des rates de souris hémophiles A dépletaeslaquettes avant I'injection de FVIII
exogene, n'a pas mis en évidence de différence ldetmulation du FVIII au niveau des
macrophages métallophiliques de la zone marginaléadate, en comparaison aux souris
contrdles. Le mécanisme par lequel les plaquetfegent sur le développement de la réponse
anti-FVIIl n'est donc probablement pas le transmhrtFVIII vers le site d’initiation de la
réponse immunitaire. En conditions physiologigues, plaquettes sont présentes en grand
nombre dans la rate. Chez la souris hémophilemiiéation de ces cellules pourrait modifier
I'organisation complexe de cet organe, et, poutecgtnple raison, perturber I'apparition de
la réponse anti-FVIIl. Cependant, I'analyse despesuhistologiques des rates de souris dont
les plaquettes ont été éliminées, n'a révélé aucnodification structurelle évidente. Cette
observation confirme le réle intrinseque des plégsedans l'initiation de la réponse anti-
FVIII en excluant I'hypothese que la disparitionsdplaquettes de l'organisme puisse
endommager lintégrité de la rate, et perturberéponse immunitaire. En revanche, cette
constatation ne nous permet pas de favoriser licapbn des plaquettes circulantes plutét
que spléniques dans la réponse anti-FVIIl. Ellenoes permet également pas d’extrapoler le

site de rencontre possible entre plaquettes, FYIGPA.

En effet, la découverte du site de rencontre ardsetrois protagonistes est une étape cruciale
dans le déchiffrage de linitiation de la répons#i-&VIIl. Deux sites de rencontre sont
possibles : le site de coagulation et la rate. &edyses d'immunohistochimie sur des coupes
de rates de souris hémophiles A traitées au FVélimettraient de rechercher une co-
localisation potentielle des plaquettes avec lellF&étlles CPA. Le FVIII s’accumule dans la
zone marginale de la rate [74], alors que les mtgs résident plutét dans la pulpe rouge.
Néanmoins, cela n’exclut pas une interaction adatfere des deux zones entre CPA, FVIII
et plaguettes, ou encore un dialogue par l'inteiaigdde molécules sécrétées. Par ailleurs,

nous envisageons de débuter une collaboration lev&r C. Dubois a Marseille, afin de
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recherchem vivol'accumulation de CPA au niveau de blessures vasesl induites au laser,

a l'aide d’'un systeme d’imagerie intra-vitale.

Les résultats que nous avons obtenus suite abitidm des récepteurs PAR chez la souris
hémophile suggerent que le réle des plaquettes ldaréponse anti-FVIII est dépendant de
leur activation par la thrombine. Nous avons néanmaoulu tester si d’autres voies
importantes de I'activation des plaquettes pouvaédre impliquées dans le développement
de la réponse immunitaire contre le FVIII exogélhexiste deux récepteurs a 'ADP a la
surface des plaquettes ;YR et RY .. La fonctionnalité des deux récepteurs est néresda
une activation plaquettaire normale [208]. Ainsi, iehibant le récepteur,®;, avons-nous
cherché a bloquer la voie d'activation des plagsetiar I'ADP. Pour cela, des souris
hémophiles ont été traitées avec du clopidogrel,inimibiteur spécifique de J¥i,, une
semaine avant de recevoir le traitement chronigeemdlll et durant toute la durée du
traitement. Nous avons confirmé I'inhibition devisie d’activation des plaquettes par I'ADP
en montrant que les plaquettes de souris traitéadopidogrel depuis une semaine, c’'est-a-
dire avant la premiere injection de FVIII, ainsiegies plaquettes de souris traitées pendant 5
semaines, n'étaient plus activées par 'ADP. Cargnaent aux souris traitées avec les
inhibiteurs de PAR, l'inhibition de la voie d’acéition des plaquettes dépendante de 'ADP
n'a montré aucun effet sur I'apparition de la répomnti-FVIIl. Cette expérience conforte
I'idée que l'implication des plaquettes dans laorge immunitaire contre le FVIII implique,

au moins en partie, leur activation par la throrebin

Certaines données de la littérature permettentatdjimer des voies de recherche futures dans
le but de caractériser le réle des plaguettes tarmrgponse immunitaire contre le FVIII
thérapeutique. En effet, les travaux d’Elzey etutfes équipes montrent que le role des
plaguettes dans linflammation et I'immunité esttément lié a la molécule CD154 (ou

CD40L) plaquettaire [182]. Le CD154, principalemexiprimé a la surface des LT, est le
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ligand de CD40, exprimé entre-autre a la surface @BA et des LB. L'engagement du
CD154 a la surface des LT avec le CD40 des LB @pétia I'activation des LB qui conduit a
la réponse humorale [209]. En plus d’exprimer lel6D a leur surface, les plaquettes
sécrétent une forme soluble et active du CD154 (&4D; elles sont ainsi a l'origine de
95 % du sCD154 circulant dans I'organisme [157]. d&s travaux antérieurs ont montré que
I'utilisation d’anticorps monoclonaux qui bloqudet CD154 prévient ou élimine la réponse
anti-FVIII tant chez les souris hémophiles A [21TRPque chez les patients [213]. Dans ces
études, les effets du traitement avec les anticampsCD154 avaient été attribués a la
perturbation du dialogue entre les CPA et les L&pé&hdant, a la lumiere de nos travaux, les
effets observés pourraient également étre attribuaseutralisation du sCD154 plaquettaire.
Le sCD154 constitue a lui seul un signal de dangésqu’il a la capacité d'activer
directement les MO-DC [214]. Ainsi serait-il intésant de rechercher I'implication du
sCD154 plaquettaire dans l'initiation de la répoasé-FVIIl, par exemple, en étudiant la
réponse anti-FVIII chez la souris hémophile A apmdplétion des plaquettes puis

reconstitution avec des plaquettes de souris eééties en CD154.
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Maturation des CPA Endocytose du FVIII

FVIII

CD206

Autre
récepteur

PAR v
l Plaquettes

Figure 11. Résumé des hypothéses suggérées paréssiltats présentésApres injection, le FVIII

est endocyté par le CD206 ou d’autres récepteurduisant a la présentation de peptides dérivés du
FVIII sur le CMH II. Le signal de danger respongale la maturation des CPA chez les souris
hémophiles ne fait pas intervenir une activatioreate des TLR par le FVIII mais passe par la

thrombine, les récepteurs PAR et les plaquettes.
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V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’immunogénicité du FVIII thérapeutique chez lestipats hémophiles A fait I'objet de
recherches intensives depuis plusieurs dizainemdis. Cette complication majeure affecte
le traitement et la qualité de vie des patients. &eteurs de la phase effectrice de la réponse
immunitaire anti-FVIII : les anticorps, les LB ats| LT CD4, ont suscité un grand intérét.
Pour autant, a I'exception de la stratégie thérigpee de I'induction de tolérance
immunitaire (ITI), cibler la phase effectrice de déponse contre le FVIII exogéene, par
exemple en administrant des anticorps thérapewgiquei-CD20 [215-218] ou anti-CD3

[219], s’est révélé décevant, tant chez I'Homme dares les modéles animaux.

Les étapes d'initiation de la réponse anti-FVIlhsbeaucoup moins connues et suscitent un
intérét croissant, en particulier la rechercherdespteurs d’endocytose du FVIII [77, 81, 82,
220-223]. Une autre étape cruciale dans cette ptfasdation est la maturation des CPA
ayant endocyté le FVIII, qui résulte de la peraaptde signaux de danger présents dans

I'environnement des cellules. L'origine et la natale ces signaux de danger est inconnue.

Au début de mes travaux de these, le champ d’imatgin était treés vaste puisque les seules
études réalisées, y compris par notre équipe, coackles signaux de danger dans la réponse
anti-FVIIl concernaient I'étude de I'activation date des MO-DC par le FVIII [104]. Jai
donc souhaité explorer trois origines possiblesEVIIl lui-méme, le contexte inflammatoire
des organismes hémophiles avant I'injection de F\éll aprés l'injection de FVIII exogene,
au travers de I'étude du potentiel adjuvant deagees portions du FVIII, des TLR et des
PAR. Mes résultats préliminaires, et lintégratiole nouvelles informations issues de
publications contemporaines a ma these, m'ont @euss redéfinir une partie de mes
recherches et a affiner mes cibles. Ainsi, lesaumavde thése d’Amith m’ont encouragée a
privilégier I'étude du TLR2 [179], et les travaur &kupsky, a creuser la piste des plaquettes

[127]. A lissue de ma thése, j'ai démontré qué&dll tel qu'il est injecté, n'est pas capable
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d’'induire la maturation des macrophages murins @ctidler directement le TLR2, sans
écarter la piste d’'une modification ou d’une lia$o vivo de la protéine pouvant lui conférer
cette capacité (Article 1). J'ai également écaat@iste d’'un état d’activation compensatoire
des plaguettes dans un organisme privé de FVIIyvaot induire un environnement
inflammatoire propice a l'initiation de la réponaati-FVIII (Article 2). Cela n’exclut pas
I'implication d’autres composants pro-inflammatsingotentiellement favorisés par I'absence
de FVIII. En revanche, j’ai mis en évidence un r@és plaquettes dans l'initiation du FVIII
thérapeutique dans le modéle murin d’hémophili@fAmoment de l'injection de la molécule,
probablement par l'intermédiaire de la thrombineégée en masse lors de I'administration

du FVIII, qui active les plaquettes apres stimolaties PAR (Article 3).

L’'importance du réle adjuvant des plaquettes migwdence dans ces travaux n'ouvre pas
pour autant de perspectives thérapeutiques direptasexemple par un ciblage direct des
plaquettes chez les patients au moment de limjeatiu FVIII thérapeutique. En effet, quel
intérét pourrait-il y avoir a rétablir une coagidatdéfaillante chez les patients hémophiles A
si c’est pour stopper cet effet deux étapes plus 10En revanche, l'identification des
médiateurs de linflammation issus de [l'activatiates plaguettes devrait ouvrir des
perspectives thérapeutiques intéressantes darmntedle de I'inflammation au moment de
'administration de FVIIl. En effet, la balance prdlammatoire/anti-inflammatoire est
finement régulée et la réponse immunitaire antitF@bservée chez certains patients est
probablement le résultat d'un excés d’'inflammatiam régulée au moment de l'injection de

FVIII exogene.

Certains facteurs environnementaux sont probablemempliqués dans la balance
inflammatoire et peuvent étre déterminants damstibition de la réponse contre le FVIII

exogene. D’ailleurs, I'étude clinique de Kurnik samréduction des situations inflammatoires
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au moment de I'injection de FVII thérapeutique [JLApporte des éléments en faveur de cette

hypothése.

Certains facteurs génétiques ont également déguésoccomme des polymorphismes dans les
promoteurs des genes codant pour certaines cy®kioenme le TNFe plutbt pro-
inflammatoire et dont I'expression est favoriséezles patients avec inhibiteurs [54], et I'lL-
10, plutét anti-inflammatoire mais dont la mutatien question est associée a différentes
maladies autoimmunes [55]. Notre équipe va bieatdichir cette liste avec une prochaine
publication concernant un polymorphisme dans lempteur d’HO-1, molécule anti-
inflammatoire dont nous avons montré l'efficacind le contréle de I'immunogénicité du
FVIII en cas de surexpression [120] au moment dénliinistration du FVIII chez les souris
hémophiles, et dont les capacités d'expression ksmnhréduites chez les patients

hémophiles A sévéres avec inhibiteurs.

L’environnement cytokinique est primordial car tégration de tous les signaux environnants
détermine I'induction de la maturation des CPAlestplaquettes pourraient y participer car
leur activation conduit a la sécrétion d’'un gramnbre de cytokines, comme I'lLBlet de
chimiokines, comme RANTES ou PF-4 [183], capablaticer les leucocytes qui viendront
alimenter le milieu en médiateurs pro-inflammatsi@e plus, le sCD154 plaguettaire au fort
pouvoir pro-inflammatoire pourrait jouer le réle signal de danger lorsqu’il est massivement

sécrété par les plaquettes activées et représargarouvelle cible thérapeutique.
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