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Production et caractérisation de nouveaux facteurs IX recombinants améliorés dans le
cadre du traitement de I’hémophilie B.

Résumé

Introduction : L’hémophilie B (HB) est une maladie hémorragique héréditaire due a un défaut en
facteur IX (FIX) de la coagulation. Le traitement substitutif est efficace mais pose deux problemes: la
fréquence des injections intraveineuses de concentrés de FIX et leurs colts. La production d’un FIX
recombinant a activité améliorée et a demi-vie prolongée est un enjeu important du traitement.
Matériel et méthodes : Afin d’améliorer 'activité du FIX, I’étude s’est portée sur un résidu impliqué
dans l'interaction du FIX activé avec son cofacteur, le facteur VIII activé (FVIlla). Quatre FIX mutés au
niveau de l'acide aminé E410 ont été développés. Afin de prolonger la demi-vie, un ADN
complémentaire de FIX chimérique a été généré de facon a produire la protéine correspondante par
la lignée cellulaire humaine Huh-7. Résultats : L’activité coagulante in vitro des FIX-E410 était 3 a 5
fois plus élevée que celle du FIX wild-type (FIX-WT). De plus, le FIX-E410H induisait une génération de
thrombine 5,2 fois plus élevée comparée a celle du FIX-WT. Chez la souris HB, I'activité coagulante et
la capacité de génération de thrombine du FIX-E410H in vivo étaient significativement plus élevées
qgue celles du FIX-WT. La protéine chimérique a présenté une activité molaire spécifique 10 fois
augmentée in vitro et une demi-vie jusqu’a 2,8 fois plus allongée, par rapport a celles du FIX-WT.
Conclusion : Nous avons développé et caractérisé quatre molécules de FIX ayant une activité
améliorée in vitro et in vivo, ainsi qu’un FIX modifié a activité augmentée et a demi-vie prolongée in
vivo. Ces nouvelles molécules pourraient ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques de
traitement de I'HB.

Mots-clés : facteur IX recombinant (rFIX), lignée cellulaire Huh-7, activité coagulante augmentée,
demi-vie allongée, souris hémophiles B.

Production and characterization of novel recombinant factor IX molecules with enhanced
properties in the treatment of hemophilia B.

Abstract

Introduction: Hemophilia B (HB) is an inherited X-linked recessive bleeding disorder, due to a defect
in human factor IX (FIX). Replacement therapy, in severe HB is very effective but is limited by FIX
concentrates injections frequency and cost issues. Production of a recombinant FIX with enhanced
clotting activity and prolonged half-life is one of the current challenges for HB treatment. Materials
and Methods: To improve activity, we focused on an important residue known to be involved in the
interaction of activated FIX with its cofactor, activated factor VIII (FVIlla), and four mutated FIX-E410
were developed. To prolong stability, a new chimeric FIX cDNA was constructed too. Recombinant
FIX molecules were produced by the human hepatoma cell line Huh-7. Results: The in-vitro clotting
activity of FIX-E410 was 3 to 5-fold higher than wild-type FIX (FIX-WT) and this improvement was
confirmed using thrombin generation assay. FIX-E410H induced 5.2-fold higher thrombin generation
than FIX-WT. In HB mice, we observed significantly higher in-vivo clotting activity and thrombin
generating capacity with FIX-E410H compared to FIX-WT, mainly explained by 2.5-fold enhanced
affinity of the mutant for FVIlla. Chimeric FIX showed a 10-fold increase in the in-vitro molar specific
activity and a significantly increased half-life in mice (up to 2.8-fold), compared to FIX-WT.
Conclusion: We have engineered and characterized four improved FIX proteins with enhanced in-
vitro and in-vivo activity, and a new chimeric FIX with in-vivo increased activity and prolonged half-
life. These results suggest that these new molecules could optimize protein replacement therapy for
HB treatment.

Keywords: recombinant factor IX (rFIX), Huh-7 cell line, enhanced clotting activity,
prolonged half-life, hemophilia B mice.
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Partie I : INTRODUCTION

Chapitre I : La physiologie de 'hémostase

1.1- Définition

L'hémostase se définit par un ensemble de processus physiologiques qui permet de maintenir
I'intégrité des vaisseaux sanguins. Ces mécanismes sont sollicités lors de I'apparition d’une bréche
vasculaire et conduisent a la formation d’un caillot sanguin composé de plaquettes et de fibrine qui
maintient les cellules sanguines dans son maillage. Bien qu’elles soient initiées simultanément, on

distingue classiquement trois étapes :

v' L’hémostase primaire qui ralentit le flux sanguin par vasoconstriction et met en jeu les
plaquettes et le sous-endothélium afin de colmater la breche vasculaire par la formation d’un
« clou plaquettaire ».

v' La coagulation qui consolide le thrombus plaquettaire en constituant un réseau de fibrine
insoluble, formant ainsi un caillot sanguin.

v La fibrinolyse qui dégrade ultérieurement le caillot au fur et 8 mesure que la paroi vasculaire

se réimpermeéabilise.
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1.2- L’hémostase primaire

L’'hémostase primaire comporte un composant cellulaire (les cellules endothéliales et les plaquettes)
et des protéines plasmatiques dont les deux principales sont le facteur von Willebrand (VWF) et le

fibrinogéne.
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Figure 1. Acteurs impliqués lors de ’lhémostase primaire. Lors d’une bréche vasculaire, le facteur von Willebrand (VWF) se
lie au collagéne du sous-endothélium et aux plaquettes, contribuant ou participant indirectement a [’activation
plaquettaire. Les plaquettes activées s’agrégent entre elles via I'interaction entre la GP llb-llla plaquettaire et le fibrinogene.

L2.1- Les acteurs cellulaires de ’'hémostase primaire

[.2.1.1- Les cellules endothéliales
L’endothélium vasculaire est constitué d’'une monocouche de cellules endothéliales qui est la couche
la plus interne des vaisseaux sanguins et directement au contact du sang (Figure 1). Les cellules
endothéliales sont des cellules polarisées : leur face apicale est orientée vers la lumiere du vaisseau
alors que leur face basale est associée a la lame basale constituée de microfibrilles et de collagene
fortement thrombogéne. Ainsi, les cellules endothéliales forment une monocouche de cellules
continues s’interposant entre le sang et le sous-endothélium procoagulant et ayant une fonction
antithrombotique a I'état basal. Lors de lésions de la paroi du vaisseau, les cellules endothéliales
acquierent, a I'inverse, une fonction prothrombotique en servant de support a certaines réactions de

la coagulation et en synthétisant des protéines telles que le vVWF ou le facteur tissulaire (FT).

[.2.1.2- Les plaquettes
Les plaquettes jouent un role majeur dans la physiologie de I’hémostase, que ce soit lors de
I’'hémostase primaire ou lors de la coagulation. Elles représentent les plus petits éléments figurés du
sang et sont des fragments cellulaires anucléés provenant des meégacaryocytes. Elles ont une

demi-vie d’environ 8 a 10 jours qui se raccourcit considérablement lors de leur activation.
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A I'état basal, les plaquettes ont une forme discoide et portent a leur surface des glycoprotéines (GP)
de membranes telles que la GP Ib-IX-V et la GP llb-llla, et d’autres récepteurs comme les récepteurs a
la thrombine. A l'intérieur des plaquettes, on observe trois types de granulations : les granules
denses qui contiennent de I’ATP, de I’ADP, de la sérotonine et du calcium ; les granules a qui
contiennent entre autres le vVWF, le fibrinogéne et le facteur V (FV); et enfin les lysosomes qui
renferment des hydrolases et des phosphatases. La structure simplifiée des plaquettes est
schématisée dans la Figure 2. Lors de |'activation des plaquettes, celles-ci émettent des pseudopodes
et subissent un réarrangement intracellulaire. Il y a alors augmentation de la concentration
intracytoplasmique du calcium, sécrétion du contenu des granules denses et a, et activation des GP

membranaires.
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Figure 2. Représentation schématique d’une plaquette et de ses principaux constituants avant ou apres activation
plaquettaire.

L.2.2- La physiologie de 'hémostase primaire
Dés que la paroi vasculaire est endommagée, I’hémostase primaire entre rapidement en action selon

guatre mécanismes successifs :

e Le temps vasculaire : il correspond a une vasoconstriction localisée qui permet de limiter
I’'hémorragie en diminuant le débit sanguin. Ce phénomene a pour conséquence de faire
évoluer les conditions hémodynamiques du flux sanguin, notamment en favorisant les
échanges cellulaires et moléculaires.

e |’adhésion des plaquettes: les plaquettes sont les actrices principales de I’hémostase
primaire. Elles circulent a I'état non activé. Elles portent a leur surface plusieurs sites de
liaison dont les GP Ib-IX-V et GP llb-llla. Les plaquettes adhérent au sous-endothélium qui

devient accessible suite a la breche formée a travers la couche de cellules endothéliales.
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Cette adhésion est rendue possible par le vVWF qui, lorsqu’il passe du flux sanguin a la matrice
sous-endothéliale, va se lier au collagéne de type | et lll qui s’y trouve. Cette liaison induit un
changement de conformation du vVWF qui peut alors se fixer a la surface des plaquettes par
I'intermédiaire du récepteur GP |b présent au sein du complexe glycoprotéique Ib-IX-V. Les
plaquettes peuvent également se lier directement au collagéne via d’autres récepteurs tels
que la glycoprotéine GP VI ou l'intégrine a2p1 [1,2]. Ces liaisons stables vont déclencher la
transduction de signaux intracellulaires qui vont activer les plaquettes.

L'activation plaquettaire : les signaux intracellulaires comprennent notamment I’activation
de tyrosine kinases et induisent la mobilisation du calcium permettant la phosphorylation
des protéines contractiles. La contraction plaquettaire est indispensable au regroupement
interne des granules a et denses (6) et a la dégranulation grace a la fusion de leur membrane
avec celle du systeme canaliculaire ouvert. Les différents types protéiques alors déversés
dans le plasma par les granules a sont nombreux [3] soit environ 280 types contenant des
protéines participant a I'agrégation plaquettaire (comme le fibrinogéne), a I'activation de la
coagulation (comme le facteur V) ou encore des facteurs de croissance. Les granules denses
liberent quant a elles de I'ADP, qui est un puissant pro-agrégant en participant a
I"amplification de l'activation plaquettaire, ainsi que de la sérotonine qui a également une
action pro-agrégante plaquettaire et vasoconstrictrice.

L’activation des plaquettes entraine |’expression de la P-sélectine et le phénomene inside-out
permet le changement de conformation de la GP llb-llla sous forme active. La GP llb-llla
pourra lier le fibrinogene soluble.

Les phospholipides membranaires liberent de I'acide arachidonique qui va étre métabolisé
en thromboxane A2 par la voie des prostaglandines et ce, grace a l'intervention du collagéne,
de I’ADP (libérée par les granules denses) et de la thrombine (générée a la fin de la cascade
de coagulation qui se déroule au niveau des membranes plaquettaires). Cette voie est
essentielle dans I'activation plaquettaire car elle permet un phénoméne d’amplification. Le
thromboxane A2, qui est un puissant pro-agrégant et vasoconstricteur [4], posséde, tout
comme I'ADP et la thrombine, des récepteurs spécifiques a la surface des plaquettes. La
libération de 'ADP et du thromboxane A2 dans le plasma a donc pour effet de recruter de
nouvelles plaquettes et d’amplifier le phénomene d’activation plaquettaire.

L'agrégation plaquettaire : I'activation du récepteur GP llb-llla lui permet de fixer ses ligands
qui sont le VWF et le fibrinogene entrainant ainsi la liaison des plaquettes entre elles et leur

agrégation.



Enfin, lors de I'activation plaquettaire, les phospholipides de surface des plaquettes subissent des
remaniements et 'augmentation des niveaux de Ca** au sein du cytosol déclenche I'exposition des
phosphatidylsérines procoagulantes chargées négativement a la surface des plaquettes. Cette
surface d’amarrage procoagulante est essentielle afin que les facteurs de la coagulation puissent s’y
fixer via leur domaine Gla afin de former les complexes enzymatiques procoagulants comme les

complexes tenase et prothrombinase [5].

L.2.3- Les pathologies de ’'hémostase primaire
Les pathologies plaquettaires et la maladie de Willebrand sont les troubles hémorragiques fréquents
et renvoient a des dysfonctionnements de I'hémostase primaire. Les pathologies de I’'hémostase

primaire sont responsables de saignements de type cutanéo-muqueux.

[.2.3.1- Les troubles plaquettaires
On distingue deux types de troubles plaquettaires, les thrombopénies caractérisées par une
anomalie quantitative et qui sont les plus fréquentes, et les thrombopathies dues a une anomalie
fonctionnelle des plaquettes. Les manifestations cliniques sont généralement des saignements
cutanés et/ou des muqueuses qui surviennent rapidement. La gravité de ces saignements et leur
cause restent trés hétérogénes [6]. De nets progrés ont été réalisés quant au diagnostic des troubles
plaquettaires séveres ou rares notamment grace a l'identification de mutations responsables de
maladies spécifiques. Cependant, les processus conduisant a des déficits modérés ou faibles en

plaquettes sont encore mal connus [7].

Les thrombopénies peuvent étre acquises (dues a la prise d’'un médicament, par consommation ou a
la survenue d’allo ou d’auto-anticorps antiplaquettaires) ou constitutionnelles. Sur le plan
physiopathologique, elles peuvent résulter d’un défaut du pouvoir sécréteur des plaquettes, d'une
anomalie de répartition ou le plus souvent de pertes périphériques. Ces pertes périphériques font
suite a un fort taux de destruction des plaquettes par mécanisme immunologique ou a une forte

consommation de plaquettes activées.

Les thrombopathies sont des pathologies beaucoup plus rares qui résultent d’'un défaut fonctionnel
des plaquettes. Certaines thrombopathies peuvent étre associées a une thrombopénie, d’ou la
difficulté d’établir une classification claire des troubles plaquettaires. C'est le cas du syndrome de
Bernard-Soulier qui est due a un dysfonctionnement de la glycoprotéine GP Ib-V-IX, récepteur
plaquettaire du vVWF, essentielle dans le processus d’adhésion des plaquettes au sous-endothélium
[8]. Ce défaut de fonction est associé a une thrombopénie caractérisée par des plaquettes de taille

plus importante. Le syndrome de Bernard-Soulier est une pathologie héréditaire tres rare [9] comme
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le déficit en GP llb-llla responsable de la thrombasthénie de Glanzmann. Ces deux pathologies

plaquettaires constitutionnelles représentent un haut risque hémorragique clinique.

[.2.3.2- La maladie de Willebrand
La maladie de Willebrand est la plus fréquente des troubles hémorragiques constitutionnels avec une
prévalence de 1% de la population mondiale [10]. Elle est caractérisée par une anomalie qualitative
ou quantitative du vWF, facteur indispensable a I'adhésion et a l'agrégation plaquettaire. La
classification internationale de I'ISTH (International Society on Thrombosis and Haemostasis)
actuellement utilisée définit trois types de maladie de Willebrand [11]. Cette classification catégorise
les déficits quantitatifs partiels (type 1) ou complets (type 3), et les déficits qualitatifs du vWF
(type 2) mais elle prend également en considération les différents phénotypes observés. Les déficits
qualitatifs du vVWF sont classés en quatre groupes distincts. Le sous-type 2A définit un défaut
d’interaction vWF-plaquettes causé par la diminution des VWF de haut poids moléculaire. Le
Willebrand de type 2B résulte a I'inverse d’une hyperaffinité du vWF aux plaquettes. Un défaut de
liaison du VWF aux plaquettes ou au collagéne qui n‘implique pas les molécules de haut poids
moléculaire est responsable du type 2M. Enfin, le type 2N résulte d’'un défaut de liaison du vVWF au
facteur VIII de la coagulation (FVIII) [12], interaction nécessaire dans le réle protecteur du vVWF pour

le FVIII dans la circulation.

Il existe également des déficits acquis en VWF, mais cette pathologie est beaucoup plus rare [9,13].
Ce déficit est souvent une complication rare d’hémopathies (myélome, maladie de Waldenstrém), de

maladies auto-immunes ou néoplasiques [14].
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1.3- La coagulation

Le thrombus plaquettaire constitué lors de I’'hémostase primaire est fragile et doit étre consolidé par
le caillot de fibrine généré par la coagulation et retenant les éléments figurés du sang constitue le
caillot sanguin. L'ensemble des étapes de la coagulation est simplifié dans la Figure 3. Tout comme
I’hémostase primaire, le systéme de coagulation comprend des éléments cellulaires et plasmatiques.
Les cellules du sous-endothélium qui permettent le déclenchement de la coagulation en exprimant le
FT sont les fibroblastes. Cependant, les cellules endothéliales et les monocytes peuvent eux aussi
exprimer le FT par stimulation physico-chimique ou sous I'effet de certaines cytokines. Les plaquettes
activées exposent, quant a elle, une surface phospholipidique anionique indispensable aux réactions
enzymatiques de la coagulation. Ces réactions consistent en des activations successives des
différents facteurs de la coagulation. L'ensemble de ces facteurs ainsi que leurs caractéristiques sont

listés dans le Tableau 1.

Facteur tissulaire (FT)
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Figure 3. Schéma global de la coagulation.
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. R Concentration Poids
Fonction apres

Facteur L. Syntheése Demi-vie plasmatique  moléculaire
activation
(ng/ml) (kDa)
Fibrinogéne Formation du caillot 4-6 jours 3000 330
Fibrinoformation
Vitamine K (Vit K)
Prothrombine (Il)  Activation V, VIII, XI, X1, 3-4 jours 920 72
dépendante
protéine C, plaquettes
Facteur V Cofacteur Xa 12-36 h 10 330
Facteur VII Activation IX, X Vit K dépendante 4-6 h 0.5 50
Facteur VIII Cofacteur IXa 10-16 h 0.1 330
Facteur IX Activation X Vit K dépendante 24 h 5 56
Facteur X Activation Il Vit K dépendante  1-2 jours 8 59
Facteur XI Activation IX 1-2 jours 5 160
Facteur XIII Fibrinoformation 3-6 jours 10 320
Facteur XII 2-3 jours 30 80
Activation contacte
(PK, KHPM)

Tableau 1. Principales caractéristiques et fonctions des facteurs de la coagulation. (PK : prékallicréine. KHPM : kininogéne
de haut poids moléculaire.)

L.3.1- La synthése des facteurs de la coagulation
Les facteurs de coagulation (le fibrinogéne, les facteurs I, V, VII, VIII, 1X, X, XI, XIl, XIII et les facteurs
de la phase contact) sont essentiellement synthétisés par les hépatocytes (cellules du foie) sous
forme de pro-enzymes. Les facteurs IlI, VII, IX et X possedent des domaines Gla riches en résidus
y-carboxylés, ces résidus sont indispensables a la fixation de ces facteurs a la surface des plaquettes
activées. En effet, la carboxylation des acides glutamiques en acides y-carboxyglutamiques permet a
ces résidus de se lier aux phosphatidylsérines des membranes plaquettaires. Les deux molécules
étant chargées négativement, la liaison est possible par la capture d’ion Ca*. Le cofacteur de la
gamma-carboxylase est la vitamine K réduite KH, (Figure 4) [15]. La synthése des facteurs Il, VII, IX et
X est ainsi vitamine K-dépendante. Cette maturation des protéines a lieu dans le réticulum

endoplasmique des hépatocytes.
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Figure 4. Gamma-carboxylation des acides glutamiques des facteurs de la coagulation vitamine-K dépendants.

1.3.2- La physiologie de la coagulation
Initialement, la coagulation était décrite selon deux voies d’activation : la voie intrinseque et la voie
extrinséque qui convergeaient en une voie commune [16]. La voie intrinseque comprend I’'ensemble
des éléments nécessaires a la coagulation sans qu’il y ait d’apport extérieur a la circulation. La voie
extrinseéque fait, quant a elle, intervenir le seul élément extérieur a la circulation : le FT présent a la

surface des fibroblastes (Figure 3).

Cette conception classique a permis de rationnaliser et de conceptualiser le processus de la
coagulation et permet encore aujourd’hui de mieux appréhender et comprendre les réactions de la
coagulation in vitro. Cependant, le déroulement physiologique de la coagulation in vivo ne suit pas
réellement une cascade pure et simple d’activations et ne distingue pas strictement la voie
intrinseque de la voie extrinséque. La conception actuellement proposée prend également en
compte les surfaces cellulaires impliquées, elle reflete mieux la coagulation et permet ainsi

d’expliquer plus justement certaines altérations du processus.

Dans ce modele, la phase contact initialement décrite dans la voie intrinséque de la coagulation
parait ne jouer qu’un réle limité. La phase contact fait intervenir trois facteurs de la coagulation : le

facteur XII (FXII), la prékallicréine et le kininogéne de haut poids moléculaire. Ces deux derniers sont
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présents sous la forme d’'un complexe. Cette voie est ainsi nommée par le fait que les mécanismes
impliqués se produisent apres contact sur une surface chargée négativement. Le FXlla active le FXI
pouvant aboutir indirectement a la formation du complexe tenase intrinséque. La phase contact

reste une voie minoritaire face a la voie déclenchée par le FT et ne sera donc pas détaillée ici.

Le nouveau modele est composé de trois phases permettant la génération de thrombine qui a un
réle central, a savoir les phases d’initiation, d’amplification et de propagation. Ce modele est

schématisé dans la Figure 5, a la page 33.

[.3.2.1- Initiation de la coagulation
L’élément déclenchant la coagulation est la glycoprotéine transmembranaire FT qui est exprimée a la
surface des cellules musculaires lisses et des fibroblastes présents dans le sous-endothélium. Ainsi,
lorsque le FT entre en contact avec le plasma suite a une béche vasculaire, il forme un complexe avec
le facteur VIl activé plasmatique (FVIla) pour lequel il a une trés forte affinité. Cela a pour
conséquence de libérer le site actif du FVlla. De faibles taux de FVlla plasmatique existent
naturellement dans la circulation mais la protéine, en absence de FT, présente une tres faible activité
enzymatique. L'interaction avec le FT permet d’augmenter fortement I'activité du FVlla lors de la

protéolyse du facteur X (FX) [17].

Le complexe FVIla-FT exerce préférentiellement son activité sur le FX, il porte donc le nom de
complexe tenase « extrinseque ». Cependant, il peut rapidement étre régulé par l'inhibiteur de la
voie du facteur tissulaire (TFPI : Tissue Factor Pathway Inhibitor) ou I'antithrombine (AT) [18]. Dans
ce cas, ou en présence de faibles quantités de FT, le complexe FVlla-FT exerce alors son action,

néanmoins plus lente, sur le facteur IX (FIX).

Contrairement au FIXa qui, une fois activé, a la capacité de migrer sur une plaquette, le FXa libre est
inhibé par le TFPI ou I’AT ce qui crée une limitation spatiale du phénomene. Le FXa persiste donc a la
surface des cellules exprimant le FT et va alors former les premiers complexes prothrombinases avec
le facteur Va (FVa) en présence de calcium. Lors de cette phase d’initiation, le FVa provient alors soit
de l'activation du FV circulant par le FXa, soit il est libéré des granules a des plaquettes activées. La
formation du complexe prothrombinase initial va permettre d’activer la prothrombine et de générer

les premiéres traces de thrombine (de I'ordre du picomolaire).

[.3.2.2- Amplification de la coagulation
La thrombine générée en surface des cellules exprimant le FT a de multiples fonctions. Elle permet

I’activation des plaquettes, I'activation du FV [19], du facteur VIII (FVIII) [20] et du facteur XI (FXI)
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[21,22] a la surface des plaquettes [18]. L’activation de ces facteurs permet la formation des

complexes qui interviennent lors de la phase de propagation.

[.3.2.3- Propagation de la coagulation
La propagation de la coagulation a lieu a la surface des plaquettes activées. Le FIXa formé lors de la
phase d’initiation lie son cofacteur : le FVIlla généré pendant la phase d’amplification. Des molécules
de FIXa supplémentaires sont alors fournies par I'activation de FXI a la surface des plaquettes. Le
complexe tenase « intrinseque » constitué du FIXa, du FVIlla, du FX, de phospholipides anioniques et
de calcium va alors générer du FXa directement a la surface des plaquettes. Le complexe tenase
intrinseque permet d’activer le FX cinquante fois plus efficacement que le complexe tenase

extrinséque [23].

Le FXa s’associe ensuite rapidement avec le FVa a la surface des plaquettes formant le complexe
prothrombinase qui produit de grandes quantités de thrombine nécessaires a la génération de
fibrine. La formation de thrombine a ce stade est jusqu’a un million fois plus élevée que lors de la

phase d’initiation.
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Figure 5. Schématisation des phases d’initiation, d’amplification et de propagation aboutissant a la formation de grandes
quantités de thrombine lors de la coagulation.
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[.3.2.4- La fibrinoformation
La constitution du caillot sanguin est permise par la formation d'un réseau de fibrine. La
transformation du fibrinogéne soluble en réseau de fibrine insoluble est catalysée par la thrombine
en présence de facteur Xlll activé (FXIlla) (Figure 6). Dans un premiers temps, la thrombine clive le
fibrinogéne en libérant les deux fibrinopeptides A et B du domaine E lui-méme relié a deux domaines
D chargés négativement. Le domaine E ainsi formé acquiert quant a lui une charge positive. Ces trois
domaines forment un monomere de fibrine. La répartition des charges permet I'association des
monomeres en protofibrilles puis en un réseau de fibrine instable qui s’étend dans les différents
plans de I'espace [24]. Le FXllla, activé lui aussi par la thrombine, crée des liaisons covalentes entre
les monomeéres de fibrines spatialement voisins afin de stabiliser I'ensemble [25]. De plus, la
thrombine produite temporellement aprés la formation du caillot active alors le Thrombin Activable

Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) qui protége le caillot de la fibrinolyse lors de la réparation tissulaire.
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Figure 6. Schéma du processus de fibrinoformation. Le fibrinogéne est composé de deux domaines D reliés entre eux par
un domaine E, ces domaines deviennent respectivement chargés négativement et positivement aprés libération des
fibrinopeptides A et B du domaine E par action de la thrombine (Flla). Le FXIIl activé permet ensuite la stabilisation du
réseau de fibrine.
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1.3.3- Régulation de la coagulation
Il existe des processus de régulation négative qui contrélent les mécanismes de la coagulation
plasmatique afin d’éviter une activation diffuse de la coagulation. Afin de maintenir I'équilibre,
chaque zymogéne de la coagulation peut étre inhibé par I'un des systéemes inhibiteurs suivant :
I’antithrombine, la protéine C, la protéine S, le ZPI (inhibiteur dépendant de la protéine Z) et le TFPI.

L'ensemble de ces processus d’inhibition est représenté dans la Figure 7.
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[.3.3.1- L’antithrombine
L’antithrombine agit principalement sur la thrombine dont les r6les sont multiples dans le processus
de la coagulation. Cependant, elle agit également sur le FXa, le FIXa et le FXla qui s’échappent du
caillot et se retrouvent dans la circulation. Enfin, I'antithrombine a la capacité d’inhiber le FVlla au
sein du complexe FVIla-FT des surfaces cellulaires [26] et interagit avec les plaquettes via la

GP Ib-IX-V [27].

L’antithrombine est une serpine synthétisée par le foie qui circule librement dans le plasma. Lorsque

les sérine-protéases se retrouvent dans la circulation, I'antithrombine constitue un complexe
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équimoléculaire irréversible et inactif qui sera ensuite éliminé. La formation du complexe est une
réaction lente mais qui est catalysée par des glycosaminoglycanes comme les héparanes sulfates ou
I’'héparine. Les héparanes sulfates sont naturellement présents a la surface des cellules endothéliales

[28] alors que I'héparine est sécrétée par les mastocytes et souvent utilisée en thérapeutique.

L’'héparine augmente la réactivité de I'antithrombine avec le FIXa via deux mécanismes : I'un étant un
changement conformationnel, I'autre étant dépendant des ions Ca** [29]. Ce dernier correspond a la
formation de ponts non covalents via les ions Ca** entre I'antithrombine et le FIXa en présence
d’héparine de longueur suffisante, ce qui permet de réduire la constante de dissociation entre les
deux molécules [30]. De plus, lorsque I’héparine se lie a I'hélice D de I'antithrombine, cela induit un
changement structural de la boucle RCL (Reactive Center Loop) permettant aux résidus 393 et 394
d’interagir avec deux boucles de la surface du FIXa. Il s’agit de la boucle dite d’autolyse au niveau du
résidu Arg318 [31] et de la boucle formée par les résidus Vall96 a Phe205 du FIXa [32,33],
respectivement nommé loop-148 et loop-39 selon le systeme de numérotation de la chymotrypsine.
En présence d’héparine, I'inhibition du FIXa par I'antithrombine est 40 fois moins efficace que celle

du FXa [33].

.3.3.2- La protéine C et la protéine S
Le systeme protéine C — protéine S est un inhibiteur tres puissant des cofacteurs FVa et FVllla. La
thrombine possede un cofacteur exprimé a la surface des cellules endothéliales: Ia
thrombomodauline. Une fois liée a son cofacteur, la thrombine acquiert des fonctions anticoagulantes
au détriment des propriétés coagulantes. La thrombine active la protéine C alors présente a la
surface des cellules endothéliales grace a une interaction avec son récepteur endothélial
EPCR (Endothelial Protein C Receptor) et la thrombomoduline [34]. La protéine C activée (PCa) est
capable d’inhiber le FV et le FVIII (activés ou non) par protéolyse. Ces réactions d’inhibition sont
catalysées par la présence de protéine S activée qui se lie au domaine protéase de la protéine C
activée et qui améliore son efficacité par changement de conformation [35]. La synthése de la

protéine S et de la protéine C est vitamine K-dépendante.

La protéine S, facteur vitamine K-dépendant, a également un autre role de régulateur,
indépendamment de la PCa mais dépendant du TFPI. En effet, la protéine S permet d’améliorer

I'inhibition du FXa par le TFPI en jouant un role de cofacteur [36,37].

1.3.3.3- Le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor)
Le TFPI est synthétisé par les cellules endothéliales et circule dans le plasma en faibles quantités [38].
Il inhibe quant a lui la réaction d’activation du FX par le complexe FVIla-FT, il est l'inhibiteur

physiologique de la voie du FT. Au lieu de se fixer directement sur le FVIla et d’inhiber son activité, le
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TFPI se fixe d’abord au FXa, puis le complexe FXa - TFPI se lie au complexe FVIla-FT. Le TFPI sous la
forme de complexe quaternaire inhibe donc non seulement la formation de FXa mais également celle
du FIXa. Cependant, le TFPI n’inhibe pas directement le FIXa. Une étude récente a montré que la
résistance du FIXa a étre inhibé par le TFPI était due a ses résidus dans la boucle des résidus 196 a
205 du FIXa [39]. En effet, en remplagant cette séquence du FIXa par les résidus correspondants du

FXa, I’étude a montré une sensibilité du FIXa chimérique a I'inhibition par le TFPI.

[.3.3.4- L'inhibiteur dépendant de la protéine Z (ZPI)
Le ZPI (Protein Z-dependant protease inhibitor) est une protéine circulante qui inhibe le FXa et le FXla.
Le ZPI est une serpine dont le cofacteur est la protéine Z (PZ). En effet, I'inhibition du FXa par le ZPI
en présence de phospholipides et de calcium est 1 000 fois plus efficace en présence de la protéine Z
[40]. A l'inverse, I'inhibition du FXla par ce systéme ne requiert pas de protéine Z, de phospholipides

ou de calcium.

L.3.4- Les pathologies de la coagulation
De par la diversité des protéines et éléments cellulaires impliqués dans la coagulation et sa
régulation, les pathologies associées a ces mécanismes sont nombreuses et variées. Les symptomes
sont également trés hétérogenes avec d’une part les troubles hémorragiques et d’autre part les

troubles thrombotiques.

[.3.4.1- Les troubles hémorragiques
Les troubles constitutionnels entrainant des pathologies hémorragiques correspondent aux déficits
qualitatifs ou quantitatifs en facteur de la coagulation. Les déficits les plus fréquents sont ceux en
FVIII et en FIX qui causent respectivement ’hémophilie A et I’'hémophilie B. Méme si ce sont les
déficits en facteur de la coagulation les plus fréquents, I'hémophilie reste une maladie rare. La
description de cette pathologie sera abordée dans le Chapitre Il : L’hémophilie a la page 41. Les
déficits les plus rares responsables de syndrome hémorragique concernent les déficits

constitutionnels en facteurs Il, V, VII, X, Xl et XIlII.

Un déficit acquis en vitamine K ou la prise d’un traitement anti-vitamine K entrainent un défaut dans
la synthése des facteurs vitamine K-dépendants qui ne seront pas totalement fonctionnels. Les
protéines alors produites sont appelées PIVKA (Protein Induced by Vitamine K Absence or

Antagonist), elles ne sont pas carboxylées et donc inefficaces dans la liaison aux phospholipides [15].

Une grande proportion des éléments de la coagulation étant synthétisée par les hépatocytes, des

troubles hémorragiques acquis sont également observés suite a une insuffisance hépatique.
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Enfin, des syndromes hémorragiques rares peuvent apparaitre suite au développement d’auto ou
allo-anticorps inhibiteurs des facteurs de la coagulation. Méme si ces inhibiteurs sont le plus souvent
rencontrés lors des traitements anti-hémophiliques, ils peuvent également étre générés
spontanément et dirigés contre les facteurs de la coagulation endogenes, on parle alors d’hémophilie

acquise.

[.3.4.2- Les troubles thrombotiques

De multiples troubles constitutionnels de la coagulation peuvent étre a I'origine de thrombophilies.

D’une part, des polymorphismes sur les génes du FV ou de la prothrombine ont été décrits comme
étant les causes de thrombophilies les plus fréquentes. Le facteur V Leiden entrainant une
augmentation de la résistance a la protéine C a été décrite pour la premiere fois en 1994 [41], les
thrombophilies résultant de cette mutation sont les plus fréquentes. La deuxiéme cause de
thrombophilie héréditaire est la mutation G20210A du géne de la prothrombine qui une
augmentation de la protéine. D’autre part, les déficits en inhibiteurs de la coagulation, tels que les
déficits en protéines C et S ou en antithrombine [42], ne permettent pas une régulation correcte de
la coagulation et sont alors a l'origine d’'une hypercoagulabilité. Le déficit en antithrombine
représente la pathologie la plus thrombogéne des thrombophilies constitutionnelles. Enfin, des
troubles modérés/mineurs tels qu’une augmentation de I'activité des FVIII, FIX et FXI, une anomalie
du plasminogéne ou encore une augmentation de I'activité des régulateurs de la fibrinolyse peuvent

également conduire a des accidents thrombotiques.

Le syndrome des antiphospholipides est une thrombophilie d’origine acquise suite au
développement d’anticorps dirigés contre les protéines plasmatiques qui se lient aux phospholipides

des membranes des cellules comme les plaquettes ou les cellules endothéliales.

Les pathologies responsables de consommation comme la CIVD (coagulation intravasculaire

disséminée) peuvent également induire des signes hémorragiques ou thrombotiques.

1.4- La fibrinolyse

La fibrinolyse permet d’éliminer le caillot de fibrine constitué suite a I’hémostase primaire et a la
coagulation au fur et a mesure que la paroi du vaisseau cicatrise et retrouve pleinement ses fonctions
imperméabilisantes. La fibrinolyse permet ainsi d’empécher I'installation du caillot mais également

son extension qui pourrait entrainer des troubles thrombotiques secondaires.
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L.4.1- La physiologie de la fibrinolyse
La fibrinolyse, qui est un processus lent, est contrélée par un phénomene d’activation en phase
solide au niveau du caillot, et un phénomene d’inhibition en phase liquide dans le plasma circulant.
L'ensemble des réactions fibrinolytiques est représenté dans la Figure 8. L'enzyme principale du
systeme fibrinolytique est la plasmine dont le précurseur est le plasminogéne synthétisé par le foie.
La plasmine exerce une action protéolytique puissante sur le caillot de fibrine. Les autres acteurs de
la fibrinolyse sont essentiellement des protéines qui jouent un réle d’activateurs ou d’inhibiteurs du

plasminogene [43].

Lorsqu’un caillot de fibrine se forme, le plasminogene est activé par la voie de I'activateur tissulaire
du plasminogene (t-PA) mais aussi par la voie de la pro-urokinase (U-PA : Urokinase Plasminogen
Activator). La pro-urokinase circulante et le t-PA, lié a son inhibiteur PAI-1, sont initialement trés peu
actifs. Cependant, dés I'apparition de fibrine, les cellules endothéliales surexpriment le t-PA qui a une
forte affinité pour la fibrine. La libération des fibrinopeptides A et B du fibrinogene et la
polymérisation des monomeres lors de la fibrinoformation permettent de dévoiler des sites de
liaison au t-PA et au plasminogéne sur les polymeéres de fibrine. La fixation de ces deux protéines a la
fibrine crée un complexe trimoléculaire qui catalyse I'activation du plasminogéne par le t-PA. La voie
de la pro-urokinase est également initiée par la présence de fibrine mais son activation est
minoritaire face a l'efficacité du t-PA. La plasmine formée directement a la surface du caillot de
fibrine dégrade celui-ci en libérant des produits de dégradation de fibrine (PDF). Parmi les PDF libérés
certains sont spécifiques de I'action de la plasmine sur la fibrine, c’est le cas des D-dimeéres constitués

de deux domaines D de monomeres de fibrine initialement différents.

Au fur et a mesure de la destruction du caillot, la plasmine se retrouve en excés et passe alors dans la
circulation ou les inhibiteurs sont présents, on parle d’inhibition en phase liquide.
L’alpha 2 antiplasmine (a2AP) inhibe I’action de la plasmine et linhibiteur de I'activateur du
plasminogene de type 1 (PAI-1) bloque le t-PA permettant ainsi de maintenir une action locale du

systeme fibrinolytique.
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Figure 8. Schéma du processus de fibrinolyse. t-PA : activateur tissulaire du plasminogéne, U-PA : pro-urokinase, PDF:
produits de dégradation de fibrine, PAI-1: inhibiteur de [Iactivateur du plasminogene de type 1, a2AP:
alpha 2 antiplasmine.

1.4.2- Les pathologies de la fibrinolyse
Une tendance thrombotique peut étre observée par défaut de fibrinolyse, soit par anomalie du

plasminogéne soit par une hyperactivité des inhibiteurs.

Au contraire, un excés de fibrinolyse peut provoquer des hémorragies. Cet excés peut étre dii a un
exces d’activation ou a un défaut d’inhibition. C'est le cas des déficits en PAI-1 ou en a2AP. Ces
déficits sont causés par des défauts qualitatif ou quantitatif des inhibiteurs. Les patients sont alors

traités par agents anti-fibrinolytiques [44].
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Chapitre II : Lhémophilie

I.1- Définitions de I’'hémophilie

IL.1.1- Généralités
L'hémophilie est une maladie hémorragique constitutionnelle rare qui toucherait environ
500 000 personnes a travers le monde. Elle est caractérisée par un déficit total ou partiel en FVIII de
la coagulation pour I'hémophilie A et en FIX pour ’hémophilie B. L’absence ou le dysfonctionnement
de l'un de ces facteurs empéche la formation du complexe tenase, indispensable dans le processus
de coagulation décrit a la page 29 du manuscrit. Avec 6200 patients hémophiles A et B en France
[45], 'hémophilie A est six fois plus fréquente que I’hémophilie B. La prévalence de I’"hémophilie B,

qui fait I'objet de cette thése, est estimée a une naissance d’individus masculins sur 30 000.

I1.1.2- Génétique
La prévalence de I'hémophilie s’exprime chez les nouveau-nés de sexe masculin car il s’agit d’'une
maladie héréditaire de transmission récessive liée a I’X. Elle est due a des mutations sur le gene du
FVIII (F8) ou du FIX (F9) qui sont situés sur le bras long du chromosome X. Alors que I’hémophilie A
est due dans la moitié des cas a une inversion de I'intron 22 du géne F8 [46], les mutations a I'origine
de I'hémophilie B sont tres diverses. A I’heure actuelle, plus de 1000 variants du gene F9 ont été
décrits [47]. Récemment, une étude a démontré une corrélation entre certains types de mutations et
la sévérité de I’hémophilie B [48], montrant ainsi I'importance des acides aminés conservés du gene

F9 qui, lorsqu’ils sont mutés, correlent avec une forme sévere de la maladie.

Les femmes portant un géne défectueux sur I'un de leurs deux chromosomes X sont dites
conductrices car elles transmettent ce défaut a leur descendance mais ne développent généralement
pas de manifestations de la maladie. En effet, le géne F8 ou F9 porté par leur deuxieme chromosome
X permet souvent de compenser le déficit de celui portant la mutation. Chez les femmes
conductrices de la forme sévére de I’'hémophilie, la compensation n’est pas optimale et elles peuvent
exprimer des taux de FVIII ou FIX diminués correspondant a une forme mineure ou modérée. Les
taux normaux ou abaissés du FVIII ou du FIX dépendent en réalité de la variabilité du mosaicisme des
cellules souches. Lors des premieres phases du développement embryonnaire, chaque cellule se voit
inactiver au hasard I'un de ses chromosomes X. Généralement, la répartition des deux chromosomes
est équitable entre les cellules et permet donc de compenser une mutation possible [49]. Dans de
tres rares cas, 'inactivation du chromosome X n’est plus aléatoire (lyonisation) et aboutit a une
majorité de cellules avec un chromosome X défectueux, ces femmes sont alors atteintes d’une forme

sévere d’hémophilie [50,51]. Enfin, certaines femmes peuvent posséder des chromosomes X tous
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deux porteurs d’'une anomalie. Des mutations de novo, observées chez un individu mais absentes
chez ses parents, sont alors apparues soit sur le chromosome X sain d’une femme déja conductrice
[52], soit sur les deux chromosomes X d’une femme non conductrice [53]. En France, plus de
2000 hommes présentent une forme sévére de la maladie alors que seules 8 femmes ont été

répertoriées hémophiles séveres [45].

I1.1.3- Sévérité de la maladie
La sévérité de la maladie est déterminée en fonction de I'activité biologique du facteur VIII ou IX
circulant. Il existe trois formes d’hémophilie : sévere, modérée et mineure. Les hémophiles sévéres
possedent un FVIIl ou un FIX dont 'activité est inférieure a 1 Ul/dl. Pour des taux de 1 a 5 Ul/dl ou de
5 a 40 Ul/dl, les hémophilies seront respectivement qualifiées de modérées ou mineures. En France,
les formes modérées représentent 40% des cas d’hémophilies B tandis que les formes mineures et

séveres de la maladie représentent chacune 30% [45].

I1.2- Diagnostic

Dans plus de 65% des cas d’hémophilies séveres, le diagnostic clinique, lorsqu’il n’est pas prénatal, a
lieu dans les premiéres années de la vie suite a I'apparition rapide de syndromes hémorragiques [54].
Les diagnostics biologiques résultent quant a eux d’analyses de premiére intention réalisées soit lors
d’un bilan pré-opératoire, ou lorsqu’un patient présente des troubles hémorragiques fréquents et
qgu’il y a de fortes suspicions de trouble de la coagulation. Si le test de Temps de Céphaline avec
Activateur (TCA) présente un allongement, ou bien en cas de dépistage pour antécédents familiaux,
un dosage coagulométrique d’activité du FVIII ou du FIX est alors effectué en deuxiéme
intention [54]. Ce dosage peut étre réalisé soit par méthode chronométrique soit par méthode
chromogénique, méthodes qui seront détaillées dans la Partie Ill : MATERIEL ET METHODES aux
pages 104 et 105.

Le diagnostic génétique permet d’identifier la mutation responsable dans la majorité des cas et il est
souvent suivi d’'un conseil génétique. Ces mutations, rapportées au phénotype, sont ensuite
répertoriées au sein de bases de données [47,55]. L'utilisation de ces bases de données représente
un outil précieux pour la prise en charge des patients. En effet, si la mutation est déja connue et
associée a des particularités phénotypiques, cela peut par exemple permettre aux soignants
d’anticiper le risque du développement d’inhibiteurs chez le patient et ainsi adapter le suivi et les

modalités thérapeutiques [56].

Enfin, un diagnostic prénatal peut étre proposé chez des femmes conductrices d’une forme sévere
d’hémophilie. Les parents doivent obligatoirement étre conseillés par une équipe de spécialistes

pluridisciplinaire [54].
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I1.3- Manifestations cliniques

Dans la plupart des cas, la sévérité des signes cliniques est corrélée a la sévérité de I’'hnémophilie [38].
Les hémophiles séveres souffrent de saignements répétitifs et spontanés alors que les hémophiles
mineures présentent des hémorragies induites par des traumatismes ou en cas d’intervention

chirurgicale.

Les hémarthroses, saignements dans les articulations, sont les phénomenes hémorragiques les plus
fréquents chez les hémophiles. Elles apparaissent des I’age de la marche dans les formes séveres de
la maladie. Dans 90% des cas, elles touchent les articulations porteuses comme les genoux, les
chevilles et les coudes [57]. Les hématomes musculaires sont dans la plupart des cas
post-traumatiques. Enfin, des hémorragies viscérales et en particuliers intracraniennes sont plus

rares mais graves puisqu’elles peuvent engager le pronostic vital du patient a court terme [38].

Une étude menée au Royaume-Uni a révélé que I'espérance de vie des patients hémophiles a été
considérablement améliorée puisqu’en 2007 elle était de 63 a 75 ans selon la sévérité de la
maladie [58] alors que dans les années 1960, I'espérance de vie d’un patient hémophile était

d’environ 40 ans [59].

I1.4- Complications de I'hémophilie

I1.4.1- Complications ostéoarticulaires
Les hémarthroses répétées sur une méme articulation peuvent conduire a une synovite chronique et
a des lésions du cartilage. Ces lésions peuvent étre responsables de la destruction progressive de
I"articulation qui, étant souvent endommagée, saigne plus fréquemment et spontanément jusqu’a
I'installation d’une arthropathie hémophilique. Cette complication peut devenir handicapante pour le
patient et nécessiter la pose d’une prothése. L’adoption du traitement prophylactique dés I'enfance
pour les hémophiles sévéres est le seul traitement qui a fait preuve d’efficacité pour prévenir la
survenue d’arthropathies hémophiliques mais des progrés restent a faire dans la gestion et le

traitement des hémorragies intra-articulaires [54,57].

11.4.2- Complication immunologique
Cette complication se caractérise par la survenue d’alloanticorps neutralisants (inhibiteurs) dirigés
contre le FVIII ou le FIX exogéne injecté. Ces anticorps ne doivent pas étre confondus avec les
autoanticorps développés lors d’'une hémophilie acquise méme si les méthodes de détection et
certains modes d’action sont identiques. Le développement d’inhibiteurs chez des patients
hémophiles est considéré comme une complication majeure car elle modifie la prise en charge

thérapeutique des patients puisque les concentrés de FVIII ou de FIX ne sont plus efficaces [60,61].
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C’est un processus complexe qui est propre au patient, au facteur (plasmatique ou recombinant)
utilisé lors du traitement et a plusieurs éléments de la réponse immune. Le risque de développer des
anticorps est plus élevé dans les formes sévéres de la maladie, avec un taux de 25 a 30% chez les
enfants hémophiles A séveres et de 1,5 a 10% pour les patients hémophiles B [62]. Méme si les
hémophiles B sont moins exposés au risque de développer des inhibiteurs, ce risque est cependant

associé a des réactions allergiques séveres aprées avoir regu des concentrés de FIX.

Concernant le mode d’action des alloanticorps anti-FVIII, il s’agit dans la plupart des cas d’inhibition
de l'interaction du FVIII avec le VWF, le FIX, le FX ou les phospholipides par encombrement stérique
ou encore les alloanticorps forment des complexes immuns avec le FVIII éliminé ainsi plus
rapidement [56]. Certains allo- ou autoanticorps ont une activité catalytique directe sur le FVIll ou le
FIX. La présence de ces IgG activateurs du FIX représente une perspective de recherche intéressante
dans la restauration d’une génération de thrombine normale chez les patients avec inhibiteurs de
FVIII endogene [63,64]. Enfin, certains alloanticorps non-neutralisants (ANN) ne présentent aucune
action sur l'activité du FVIII ou du FIX et n‘ont donc pas d’incidence clinique. Alors que les
alloanticorps neutralisants ont une cinétique de type 1 avec une inhibition compléte du FVIII ou du
FIX de maniere dose dépendante, les autoanticorps inhibiteurs des formes acquises de la maladie ont

une cinétique de type 2. lls n’interferent que partiellement dans l'interaction FVIII-vWF.

Le risque de développer des alloanticorps anti-FIX peut étre associé au type de mutation détectée sur
le géne F9 [62]. Cette diminution du risque d’inhibiteurs chez les hémophiles B serait due a la taille
du FIX qui est ainsi moins immunogéne que le FVIII mais aussi aux nombreuses séquences analogues
du FIX avec les autres facteurs vitamine K-dépendants. Les alloanticorps anti-FIX agissent
essentiellement sur les domaines Gla et protéasique du FIX. Ces inhibiteurs empéchent la formation
du complexe tenase intrinséque en interférant dans la liaison du FIX(a) avec les phospholipides ou la

chaine légere du FVIII [65].

Le développement d’inhibiteurs chez un patient hémophile pose encore des interrogations
concernant les causes de cette complication, le pronostic et plus important encore : le traitement.
Les thérapeutiques actuellement appliquées seront développées dans le paragraphe suivant: /1.5.2-

Traitement des patients hémophiles B présentant des inhibiteurs a la page 47 du manuscrit.

11.4.3- Complications infectieuses
Dans les années 1970-1980, des injections de cryoprécipités de facteurs de coagulation d’origine
plasmatique et des transfusions sanguines issus de donneurs infectés ont causé des contaminations
de nombreux patients hémophiles par les virus de I'immunodéficience humaine (VIH) ainsi que des

hépatites B et C. Cependant, depuis 1987, grace aux différents procédés de sécurisation des produits
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sanguins labiles et des médicaments dérivés du sang (chauffage, pasteurisation, nanofiltration,
utilisation de solvant/détergent), aucun cas de contamination par 'un des trois virus n’a été reporté

en France [66].

L’étude qui fait I'objet de ce manuscrit portant sur I'amélioration du FIX recombinant, la suite du

manuscrit sera orientée sur le traitement de I’hémophilie B et sur la fonction du FIX.

IL5- Le traitement de I'hémophilie B

Le traitement substitutif représente I'approche thérapeutique principale de I’'hémophilie B. Les
protocoles thérapeutiques visent soit a traiter un épisode hémorragique, on parle alors de
traitement a la demande ; soit a réduire le risque d’hémorragie de facon préventive, on parle ici de
traitement prophylactique. Quelle que soit la stratégie appliquée, les traitements substitutifs de
I’'hémophilie B consistent en des injections intraveineuses de concentrés de FIX qui permettent
d’améliorer le taux de FIX circulant. On distinguera le traitement des patients hémophiles B sans

inhibiteurs avec celui des patients ayant développé des inhibiteurs anti-FIX.

I1.5.1- Traitement des patients hémophiles B sans inhibiteurs
Lorsqu’un diagnostic d’hémophilie B est posé, plusieurs stratégies de traitement sont alors
envisagées en fonction de la sévérité de la maladie, du profil hémorragique du patient et des

contraintes environnementales et sociales qui peuvent influencer I'organisation thérapeutique.

[1.5.1.1- Concentrés de FIX : plasmatiques / recombinants

Les concentrés de FIX utilisés dans le traitement de I’hémophilie B peuvent étre :

- d’origine plasmatique, ils sont alors extraits de dons de plasma humain,
- recombinants c’est-a-dire produits par génie génétique dans un systéme cellulaire adapté

puis purifiés avant d’étre commercialisés.

Ces trente derniéres années, des progres significatifs ont été réalisés dans la production, la
purification et la sécurisation des concentrés de FIX plasmatiques (pdFIX) et des FIX recombinants

(rFIX).

Concernant les médicaments dérivés du sang, d’une part la sélection des donneurs a été
perfectionnée afin de ne pas inclure des personnes dites a risque. Les plasmas sont

systématiquement testés en réalisant une sérologie et une détection par PCR afin de détecter
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d’éventuelles traces de virus méme aprés inactivation. Les techniques d’inactivation virale ont elles
aussi connu de nettes améliorations avec des méthodes chimiques (inactivation par solvant et
détergent) qui sont venues compléter des méthodes physiques (chauffage a sec des concentrés et

nanofiltration) [67,68].

En parallele de cette sécurisation, les rFIX ont fait leur apparition sur le marché en 1997 [69,70], soit
huit ans aprés la premiére utilisation de FVIII recombinant (rFVIIl). La production de rFIX découle
directement du séquencage du géne F9 en 1982 [71] dont I’ADN complémentaire (ADNc) a ensuite
pu étre insérer dans un plasmide transfecté a des cellules de mammiféres. Ces cellules ont pu alors
exprimer un rFIX actif [72]. Les améliorations étudiées portent maintenant sur le systeme cellulaire

de production.

Les premieres motivations de la mise au point d’un traitement a I'aide d’un rFIX étaient étroitement
lites a la question de sécurisation du médicament mais tres vite il s’est avéré présenter des
avantages liés au conditionnement, avec un arsenal thérapeutique plus large et des concentrations
en rFIX plus élevées que dans les concentrés de pdFIX. Cependant, les études de
pharmacocinétiques, dont les principaux parameétres sont détaillés dans le Tableau 2, rapportent
certains avantages du pdFIX [73]. Ces différences peuvent étre expliquées par des modifications

post-traductionnelles qui varient entre le pdFIX et le rFIX.

Les deux types de molécules présentent donc chacune des avantages qui leur sont propres [74]. |l
n'existe pas de recommandations internationales en faveur de l'une ou de l'autre classe
thérapeutique. En France, le choix est effectué par les médecins spécialistes en fonction des données
de la littérature et de leurs propres expériences. Les enfants placés en prophylaxie dés leur plus
jeune age se voient le plus souvent administrer la forme recombinante. Dans les pays en
développement, le colt du traitement est un critére limitant important et le choix s’oriente souvent
sur du pdFIX par défaut d’avoir réellement le choix. Certaines études se placent méme en faveur de
I"utilisation d’un pdFIX qui serait moins purifié et donc moins colteux que ceux actuellement
commercialisés afin de couvrir les besoins des patients qui n"ont que trés peu acces au traitement

[68,75].

| Parameétre étudié in vivo pdFIX rFIX
Clairance 3.8 a 5.4 ml/h/kg 7.52a9.1 ml/h/kg
Taux de récupération 1.0 a 1.7 Ul/dl 0.7a1.0uUl/dl
Demi-vie 29 a 43 heures 19 a 24 heures

Tableau 2. Paramétres pharmacocinétiques du rFIX et du pdFIX. D’aprés Bjorkman et al., 2013 [73]
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[1.5.1.2- Traitement a la demande et prophylaxie
Les différents protocoles de prophylaxie mis au point tendent a prévenir les saighements, a réduire
leur fréquence alors que le traitement a la demande fait suite a une hémorragie constatée. Le
traitement a la demande est moins contraignant avec moins d’injections. Cependant, ce traitement
ponctuel ne permet pas de prévenir le développement des hémarthroses et a plus long terme
d’arthropathie. Il a été démontré que la prophylaxie a long terme permettait de réduire la survenue
des hémorragies intracraniennes, des hémarthroses et ainsi le risque d’arthropathie hémophilique en
plus d’améliorer la qualité de vie et le bien-étre des patients [76,77]. Dans le cas des enfants
présentant une hémophilie B sévére, les études s’accordent pour la mise en place d’un traitement

prophylactique [57] et ce dés les premiers accidents hémorragiques.

IL.5.2- Traitement des patients hémophiles B présentant des inhibiteurs
Les stratégies thérapeutiques envisagées lors du développement d’inhibiteurs chez des patients
hémophiles B doivent prendre en compte la sévérité du saignement, le titre en anticorps, le profil
immunologique de la réponse immunitaire et le phénotype allergique observé [78]. La problématique
principale de ce traitement réside dans le fait qu’il n’existe que trés peu de données dans la
littérature avec d’une part beaucoup moins de cas chez les hémophiles B, d’autre part des facteurs
de risques qui ne sont pas bien connus et enfin, des réponses immunitaires généralement plus fortes
dans le cas d’inhibiteurs du FIX. Les réponses immunitaires sont souvent caractérisées par de forts
taux d’anticorps et une réponse secondaire due a une nouvelle exposition au FIX plus intense et plus

rapide.

En fonction du titre des anticorps, on définit des patients faibles répondeurs (titre d’inhibiteurs
inférieur a 5 UB/ml) et des patients forts répondeurs (titre supérieur a 5 UB/ml). Les patients faibles
répondeurs peuvent alors étre traités selon le contexte clinique avec des doses plus fortes de FIX afin
de saturer les anticorps présents mais cette approche n’est pas envisageable a long terme. Une des
stratégies de traitement des patients forts répondeurs consiste en ['utilisation d’agents dits
« by-passants » qui court-circuitent la fonction du FIX dans le processus de coagulation. Deux agents
by-passants sont actuellement utilisés : le FEIBA® qui est un concentré de complexe prothrombique
activé et le Novoseven® qui est un concentré de FVlla recombinant [79]. Lorsqu’une complication
allergique au FIX survient, le concentré de complexe prothrombique activé n’est pas adapté car il
contient de faibles taux de FIX, l'utilisation de FVlla est alors recommandée en premiere

intention [62].

Il existe également des stratégies immunologiques qui visent soit a éliminer transitoirement les

anticorps (par immunoadsorption), soit a faire disparaitre progressivement les anticorps par
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induction de tolérance immune (ITl). Cependant, la tolérance est plus difficile a obtenir chez les

patients hémophiles B [80].

Enfin, une prophylaxie par agents by-passants peut étre envisagée en parallele d’'une ITI selon le
profil hémorragique des patients. Cependant, 'adoption d’un tel traitement connait encore des
barrieres dont une efficacité des agents by-passants moindre que celle des concentrés de FIX, un

co(it élevé de ces concentrés, et un manque de recommandations nationales et internationales [81].

L'amélioration des traitements des patients hémophiles B avec ou sans inhibiteurs fait I'objet de trés
nombreuses études qui seront décrites dans le Chapitre IV : Améliorations récentes apportées au

traitement de I’hémophilie B et perspectives thérapeutiques a la page 67 du manuscrit.
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Chapitre III : Le facteur IX de la coagulation

II1.1- Le géene du facteur IX (F9)

I1.1.1- Localisation sur le chromosome X et structure du géne F9
Le gene F9 responsable de la synthese de FIX est localisé sur le bras long du chromosome X, dans la
bande Xg27.1. Bien que I'ADNc codant pour le FIX ait été isolé et caractérisé en 1982 [71], la
séquence nucléotidique compléete du gene F9 fut décrite en 1985 [82]. Sur les 34 000 paires de bases
constituant le gene F9, seul 8% de la séquence est constitué d’exons et code donc pour la protéine
[83]. La structure du gene F9, sa position sur le chromosome X et la régulation de son promoteur
sont représentés sur la Figure 9. Les positions et les tailles des introns et des exons sont quant a elles

détaillées dans le Tableau 3.

Télomeére Centromeére Télomeére
Bras court Bras long
| L

P2z 33T
pzz.31
p22.2
p2z.12
pzz.11
p21.3
p21.1
pil.4
pll.3
p11.23
pil.21
pil.1
o T = - -
12
ol3.1
g21.1
421,31
421.33
q22.1
422.3
23
25
o26.2
426.3
q27.1
q27.3
28

Chromosome X :

Géne F9:

G A AG C

of ace cr ACCG 66
R i1 @ oI

AGCTCAGCTTGTACTTTGGTACAACTAATCGACCTTACCACTTTCACAATC

Régulateurs de la GNACTTTG

région promotrice : < <> ) @)

Figure 9. Le gene F9: localisation dans le chromosome X, structure et régulation de la séquence promotrice. AR:
Récepteur a androgeéne. HNF4 : Hepatocyte nuclear factor 4. C/EBPa : CCAAT/enhancer — binding protein.

Séquence Séquence

Exon Longueur Acides aminés Intron Longueur
Nucléotidique Nucléotidique
1 1-117 117 -46 a-17 1 118-6 325 6206
2 6 326-6 498 164 -17 a-37 2 6 490-6 677 188
3 6 678-6 702 25 38a47 3 6 703- 10 391 3689
4 10 392-10 505 114 47 a 85 4 10 506-17 668 7163
5 17 669-17 797 129 85a128 5 17 798-20 362 2565
6 20 363-20 565 203 1283195 6 20 566-30 038 9473
7 30 039-30 153 115 196 2 234 7 30 154-30 821 668
8 30 822-32 757 1935 234 2415

Tableau 3. Localisation et taille des exons et des introns au sein du géne du FIX humain. D’apres Yoshitake et al, 1985 [82].
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I11.1.2- Régulation de la séquence promotrice du géne F9
La plupart des processus de régulation du gene F9 a été appréhendée et découverte dans le cadre de
la compréhension de I’'hémophilie Leyden. L’hémophilie Leyden a la particularité d’étre liée a des
mutations dans la région du promoteur proximal. C'est une forme de ’hémophilie qui ne touche que
les enfants pour progressivement s’estomper, avec des taux de FIX revenants progressivement a la
normale a I'age adulte. A I'heure actuelle, les 21 mutations décrites comme touchant la zone du
promoteur proximal du gene F9 et influengant I'expression du FIX correspondent toutes a des
séquences du promoteur permettant la fixation d’éléments essentiels dans la régulation [84]. Il a
ainsi pu étre identifié quatres éléments responsables de la régulation de la transcription du géne F9,

représentés dans la Figure 9 du manuscrit :

e Le C/EBPa (CCAAT/enhancer — binding protein) qui est un facteur de transcription qui, une
fois lié a ’ADN, recrute des co-activateurs. La région d’interaction avec le promoteur du géne
F9 est située du nucléotide +1 a +18 du promoteur [85].

e Le HNF4 (Hepatocyte nuclear factor 4) qui se lie a la région -34 a -10 du promoteur [86].
HNF4 est un facteur de transcription essentiellement exprimé dans les hépatocytes.

e Le facteur de transcription ONECUT qui reconait le motif du dinucléotide CpG en position -5
sur le promoteur [87].

e Enfin, une région en -26 a été identifiée comme corespondant a un récepteur a androgene
(AR) qui permet l'activation de la transcription par la testostérone [88]. Ce récepteur
chevauche la région d’interaction avec le HNF4 en position -20 et permet aux patients ayant
une mutation au sein du promoteur F9 (autre qu’au sein de I’AR) de retrouver une
expression de FIX a la puberté. Les AR sont essentiellement non-fonctionnels, en effet, ces
séquences ne sont par exemple pas conservées chez la souris et les non-hémophiles ne
voient pas leur taux de FIX augmenté aprés la puberté, lorsque les taux hormonaux
augmentent. Cependant, les AR deviennent fonctionnels lorsque le promoteur F9 est

compromis par des mutations [84].
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I11.2- Le facteur IX (FIX)

Le FIX est une protéine synthétisée par le foie sous forme d’un précurseur immature de 461 acides
aminés. Ce précurseur du FIX subit ensuite des modifications post-traductionnelles avant d’acquérir
sa structure définitive de 415 acides aminés correspondant a la forme zymogene plasmatique. La
numérotation des acides aminés débute sur le premier résidu de la protéine mature, la séquence ne
faisant pas partie de la protéine finale est numérotée négativement. La séquence protéique du
précurseur du FIX comprend un peptide signal de 28 résidus (position -46 a -17), un propeptide de
18 résidus (-18 a -1) ainsi qu’une séquence correspondant a la protéine circulante (+1 a +415). La
séquence protéique du précurseur du FIX est représentée dans la Figure 10 a la page 51 du

manuscrit.

II1.2.1- Sécrétion du FIX par les hépatocytes
Au fur et a mesure de sa synthése, le précurseur de FIX subit une série de modifications post-
traductionnelles nécessaires au bon repliement et a la sécrétion de la protéine, ainsi qu’a son activité
enzymatique. Ces modifications ont lieu dans deux compartiments des hépatocytes : le réticulum
endoplasmique rugueux (RER) et I'appareil de Golgi et sont schématisées dans la Figure 11.
Réticulum [ Clivage du peptide signal

endoplasmique Formation d'es ponts disulfures
y-carboxylations des Glu

rugueux U Hydroxylation des Asp/Asn ‘N?D

gﬂ S ,

Saccharyl /
transferase G|UC°5'd359 _Glucosidase Il Glucosidase Il al,2mannosidase

B

W"@

GlcNAc Trans I Gal Trans
al,2mannosidase GlcNAc Trans I___ o mannosidase Il Fucosyl Trans Sial Trans
g '§ §
Complere de N-glycosylation Appareil de Golgi
Sulfatation de Tyr

y;

Clivage du propeptide VesicilEsde
O-glycosylation _ sécrétion
Sécrétion
- o—> extracellulaire
du FIX

Figure 11. Modifications post-traductionnelles dans la voie de sécrétion du FIX. Détail de la formation des complexes de
N-glycosylation lors du transfert du réticulum endoplasmique rugueux a I'appareil de Golgi. D’aprés Kaufman, 1998 [90].
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[11.2.1.1- Synthese dans le réticulum endoplasmique rugueux et premiéres modifications
Aprés traduction de '’ARN messager (ARNm) du FIX par les ribosomes, la structure primaire du FIX
présente un peptide signal a I'extrémité N-terminale (résidus -46 a -19) qui permet l'insertion de la
protéine dans la membrane du RER par une structure boucle. Ce peptide signal est ensuite clivé

entrainant la translocation du FIX dans la voie sécrétoire [90].

La protéine est stabilisée par la formation de onze ponts disulfures : un dans le domaine Gla, trois
dans chaque domaine EGF-like (Epidermal Growth Factor-like), trois dans le domaine sérine protéase
et un qui relie la partie N-terminale a la partie C-terminale du FIX [89]. Ces ponts disulfures, formés
par oxydation des fonctions thiol de deux résidus cystéines, participent au bon repliement de la
protéine et a sa stabilisation. De plus, I'un de ces ponts disulfures permet de relier la chaine lourde a

la chaine Iégere lors du clivage du peptide d’activation.

Les douze premiers résidus d’acides glutamiques du domaine Gla sont sélectivement y-carboxylés en
acides y-carboxyglutamiques. Ces y-carboxylations font du FIX une protéine dont la synthése est
vitamine K-dépendante. Leur mécanisme a été précédemment décrit dans le paragraphe 1.3.1- La

synthese des facteurs de la coagulation et illustré dans la Figure 4 a la page 31.

L’acide aspartique Asp64 de I'EGF-1 est B-hydroxylé, cette modification ne présente pas de fonction
connue. Des études montrent que cette modification n’est pas nécessaire a I'activité du FIX. Le rFIX
exprimé en cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) et le pdFIX présente des taux de B-hydroxylation
de ce résidu similaire avec respectivement 46% et 37% de résidus Asp64 B-hydroxylés [91]. Ces
différences seraient dues au squelette de la protéine et non pas au type cellulaire [90]. La B-
hydroxylation est indépendante de la séquence du propeptide, de vitamine K ou de y-carboxylations

proches mais requiert du 2-cétoglutarate et des ions Fe*" [92].

Les N-glycosylations sur certains résidus des glycoprotéines sont généralement nécessaires au
repliement et a I'assemblage des protéines nouvellement synthétisées, elles permettent également
une sécrétion efficace. Lors du transport dans I'appareil de Golgi, des complexes de N-glycosylation
se forment sur les résidus asparagines Asn157 et Asn167 du FIX [71]. La premiere enzyme impliquée
dans la formation de ce complexe est une oligosaccharyltransférase qui catalyse le transfert d’un
oligosaccharide riche en mannose sur certains résidus asparagine. Les asparagines capables de
recevoir de tels oligosaccharides ont été définis comme faisant partie de la séquence consensus
suivante : Asn — X — Ser/Thr (X pouvant étre n’importe quel résidu excepté la proline). Le transport du
polypeptide jusqu’au Golgi nécessite la modification des sucres de ce complexe. Les étapes ainsi que

les enzymes impliquées dans cette voie sont détaillées dans la Figure 11. Le complexe final posséde
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des acides sialiques terminaux dont les motifs et les liaisons ne sont pas les mémes chez le pdFIX et le

rFIX [93].

[11.2.1.2- Transfert et maturation dans 'appareil de Golgi
Le résidu tyrosine Tyrl55 est sulfaté a plus de 90 % pour le pdFIX alors qu’il ne I'est que de 10 a 15 %
pour le rFIX [91]. Ces taux de sulfatation ont été suggérés comme pouvant expliquer les différences
de pharmacocinétique entre le rFIX et le pdFIX [94]. De méme, les incidences de la phosphorylation
du résidu sérine Ser158 sont encore peu connues. Les molécules de rFIX non phosphorylées ont été
décrites comme éliminées plus rapidement du plasma [95]. Une étude de ces modifications du
peptide d’activation par spectrométrie de masse a montré que le rFIX ne possédait que 4% de
sulfatations et de phosphorylations (contre 70 % pour le pdFIX) [93]. Ces deux modifications ont lieu
dans le foie et pourraient jouer des roles importants dans la sécrétion, I'activité catalytique, la

pharmacocinétique ou encore I'immunogénicité du FIX [96].

Le clivage du propeptide du FIX (résidus -18 a -1) intervient dans le trans-Golgi, juste avant la
sécrétion du FIX dans la circulation plasmatique. Le clivage est assuré par une endopeptidase
eucaryote, la furin/PACE qui clive le propeptide aprés certains résidus basiques spécifiques. Le motif

de clivage pour le propeptide du facteur IX a été défini comme étant : Arg — X — (Lys/Arg) — Arg [97].

La protéine subit enfin I'addition d’oligosaccharides sur certains résidus sérine et thréonine situés au
sein du peptide d’activation, la réaction de O-glycosylation se fait par ajout d'un
N-acétylgalactosamine sur les résidus concernés, contrairement aux liaisons N-glycosylées qui
impliqguent en premier lieu un résidu N-acétylglucosamine. Les résidus sérines et thréonines
concernés sont généralement regroupés dans des régions riches en Proline. Les résidus Ser53 et
Ser61 contenus dans le domaine EGF-1 sont uniformément glycosylés tandis que les résidus
thréonine Thrl59, Thrl169, Thr172 et Thr179 ne sont que partiellement O-glycosylés, que ce soit sur

les molécules de pdFIX ou de rFIX [90].

[11.2.1.3- Sécrétion
Une fois toutes ces modifications post-traductionnelles effectuées, le FIX est alors sécrété dans la
circulation. L’étude de certaines mutations de patients hémophiles B a permis d’identifier le réle
essentiel de la région carboxy-terminale de la protéine dans la sécrétion cellulaire [98]. Une étude
récente souligne le réle clé du groupement phénol du résidu tyrosine Tyrd04 dans la sécrétion mais
aussi dans la fonction du FIX [99]. D’une facon plus générale, on remarque que les trois résidus
tyrosine de la région carboxy-terminale des FIX, FVII, FX et PC sont hautement conservés. Les
résultats d’'une précédente étude sur le role de I'extrémité carboxy-terminale du FVII rapportent

gu’une mutation dans cette région influence non seulement la sécrétion mais aussi I'activité du
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FVII [100]. Les auteurs de ces études émettent ainsi I’'hypothése que la partie carboxy-terminale de
ces protéines homologues a non seulement une importance dans leur sécrétion mais aussi un réle
encore indéfini dans leur fonction. Cette incidence de I'extrémité C-terminale sur la fonction du FIX
sera discutée dans la Partie IV : RESULTATS ET DISCUSSION, Chapitre Il : Amélioration in vitro et in
vivo de [l'activité coagulante du facteur IX humain recombinant. Caractérisation des mutants

FIX-E410, a la page 135 du manuscrit.

II1.2.2- Structure du zymogéne circulant
Suite a I'ensemble des modifications précédemment décrites et de par la composition de la séquence
protéique, on définit plusieurs domaines distincts du FIX (Référence Uniprot du FIX : PO0740). Les
fonctions de chacun de ces domaines sont liées aux modifications post-traductionnelles qu’il porte.
Chacun des domaines joue un ou plusieurs roles dans la fonction du FIX et ses multiples interactions.
La fonction des différents domaines dans la coagulation sera détaillée dans le paragraphe //l.3- Le

réle du FIX dans la coagulation et ses interactions a la page 56.

En termes de structure et de fonctionnalité, on distingue six domaines dont la plupart sont conservés

chez des protéines homologues vitamine K-dépendantes (Fll, FVII, FIX, FX, PC et PS) :

e Le domaine Gla (résidus 1 a 38) est issu de la traduction des exons 2 et 3. Il est caractérisé
par la présence de 12 acides y-carboxyglutamiques. Hormis son implication dans les
interactions avec le FVllla et le complexe FVIla-FT qui seront décrites dans le paragraphe
suivant, il a été montré que le domaine Gla interagissait avec la surface des plaquettes, les
vésicules phospholipidiques et la membrane des cellules endothéliales via le collagene de
type IV.

e La zone hydrophobe (résidus 39 a 46) est une petite séquence de 8 acides aminés codée par
I’exon 3. Avec le domaine EGF-1, elle aurait une importance dans le maintien de I'intégrité
fonctionnelle du domaine Gla dans la liaison aux cellules endothéliales [101,102] mais
aucune étude récente sur la liaison du FIX aux cellules endothéliales ne mentionne la zone
hydrophobe. Cette zone est dailleurs souvent confondue au sein du domaine Gla.

e les domaines EGF-like sont communément nommés EGF-1 et EGF-2 car ce sont des
domaines en tandem qui sont homologues a la structure des facteurs de croissance
épidermique EGF. Cette structure est caractérisée par la présence de trois ponts disulfures
permettant une structure secondaire en feuillets B. De par leur liaison aux ions Ca**, les
domaines EGF-like permettent de nombreuses interactions protéine-protéine [103]. De plus,
notre groupe a montré que l'intégrité des domaines EGF-1 et EGF-2 et notamment de leurs

ponts disulfures étaient indispensables au transfert du FIX dans I'appareil de Golgi [104]. Ces
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domaines s’étendent des résidus 47 a 145 et sont issus de la traduction des exons 4 et 5 du
géne F9.

o Le peptide d’activation (résidus 146 a 180) est codé par I'exon 6. Le clivage de ce peptide
intervient lors de I'activation du FIX en FIXa et sera développé dans le paragraphe //l.3.2-
Activation du FIX ala page 58 du manuscrit. Cependant, ce peptide n’est pas présent dans le
FIX uniquement pour étre éliminé lors de I'activation. En fonction de sa longueur et du
nombre de glycosylations qu’il posséde, il confere aux FVII, FIX et FX une demi-vie plus ou
moins longue [105,106]. Ces glycosylations ont d’ailleurs permis de grandes avancées dans
I’amélioration de la demi-vie de plusieurs facteurs de coagulation.

e Le domaine catalytique (résidu 181 a 415) résulte de la traduction des exons 7 et 8. Il assure
I'activité enzymatique du FIXa grace a la triade catalytique His221-Asp269-Ser365 et a ses
nombreuses interactions lors de la formation du complexe tenase intrinseque et lors de la
liaison au substrat FX. Le domaine sérine protéase caractérisé par la présence de cette triade

catalytique apparente le FIX a la famille des sérine-protéases.

II1.3- Le role du FIX dans la coagulation et ses interactions

L'ensemble des domaines du FIX lui permet d’acquérir la bonne conformation et de présenter les
repliements et les séquences nécessaires a son interaction avec ses différents partenaires. La
connaissance des différentes interactions du FIXa avec ses partenaires de la coagulation a été
améliorée par des études de modélisation. Une fois qu’une modélisation définit les résidus
potentiellement impliqués dans une liaison, des études viennent compléter I'hypothése posée. Ces
études consistent en l'introduction d’une mutation sur les résidus en question ou en I'utilisation de
peptide inhibiteur d’une séquence. L'étude approfondie d’'une mutation en particulier et de ses
conséquences passe bien souvent par sa reproduction in vitro sur ’ADNc du FIX. Cet ADNc muté est
ensuite placé au sein d’un plasmide d’expression qui est transfecté transitoirement a des cellules. La
culture de ces cellules transfectées permet ainsi de produire un rFIX qui présente la méme mutation
que celui du patient. Des expériences de caractérisation sur ce rFIX muté peuvent ainsi expliquer
I'implication de I'acide aminé dans un mécanisme précis ou dans une interaction avec l'un des
partenaires du FIX. Dans les paragraphes qui vont suivre, I'importance d’un ou de plusieurs résidus
du FIX dans les mécanismes d’interaction tendra a étre appuyée par la description d’'une mutation
soit décrite dans un cas d’hémophilie B soit étudiée plus précisément par des expériences de

caractérisation.
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II1.3.1- Récepteurs au FIX

[11.3.1.1- Liaison FIX et plaquettes
Lorsqu’elles sont activées lors des phases d’amplification et de propagation de la coagulation, les
plaquettes fournissent une surface procoagulante trés importante pour I'assemblage de deux
complexes majeurs : le complexe prothrombinase et le complexe tenase intrinséque. Les plaquettes
exposent alors des sites distincts de fixation au FIX/FIXa, au FVIlla et au FX. Alors qu’une plaquette
posséde environ 600 sites de fixation au FIXa, elle n’en présente que 250 a 300 pour le FIX [107]. De
plus l'interaction FIXa/FVilla améliore I'affinité de liaison du FIXa a la membrane des plaquettes.
Plusieurs études ont montré I'implication des résidus 1 a 12 du domaine Gla du FIX/FIXa dans la
liaison aux plaquettes, soit par des expériences de modification chimique ou de suppression du
domaine Gla [5], soit par la génération de FIX chimériques et mutés [108], ou encore par la synthése
de peptides inhibiteurs [109]. De plus, aprés avoir montré I'importance des résidus 88 a 109 dans
I'assemblage du complexe tenase intrinseque sur des vésicules phospholipidiques [110], une équipe
a démontré I'implication de ces mémes résidus du domaine EGF-2 dans la liaison aux plaquettes par

la génération de FIXa chimériques [111].

[11.3.1.2- Liaison FIX et cellules endothéliales
Il a été montré que le FIX possédait deux sites de fixation au cellules endothéliales : les résidus 39 a
46 du domaine EGF-1 [101] et les résidus 1 a 12 du domaine Gla [112]. La méme équipe a ensuite
émis I'"hypothese que la liaison du FIX aux cellules endothéliales était due a une interaction du FIXa
au collagene de type IV [113]. Le collagene de type IV est une protéine de la matrice extracellulaire et
un composant majeur de la région membranaire des cellules endothéliales située au contact du
sous-endothélium [114]. Le role de cette liaison FIX/collagéne IV est encore mal connu mais une
étude émet notamment I’hypothese de son réle dans le contréle de la concentration plasmatique en
FIX [115]. Cette liaison pourrait également avoir un impact sur I'efficacité des traitements et sur le
développement d’arthropathie. En effet, le tissu synovial présente une forte expression de
collagéne IV qui pourrait capter les molécules de FIX exogenes lors des injections de concentrés. On
pourrait évoquer I'hypothese que le traitement prophylactique pourrait permettre d’occuper les
sites de liaison au collagene IV et ainsi d’avoir un FIX circulant de plus en plus disponible pour la

coagulation [116].

[11.3.1.3- Liaison FIX et LRP (Lipoprotein receptor-related protein)
Lors de I'assemblage du complexe tenase intrinseque, le FIXa s’associe avec des protéines présentes
sur les surfaces cellulaires. Aprés la découverte des sites de liaison du FIX/FIXa aux plaquettes et aux

cellules endothéliales, un site alternatif qui permet uniquement la reconnaissance du FIXa (et non du
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FIX) a été décrit comme étant le LRP [117]. L'activité du FIXa peut-étre contrélée via la protéolyse
limitée par la plasmine ou I'élastase, via la formation d’un complexe inhibiteur avec I'AT ou encore
via la liaison au LRP. Celui-ci permet le transport de ces nombreux ligands de la surface cellulaire
jusqu’a la voie de dégradation endosomale calcium-dépendante. Les LRP sont présents dans les
organes tels que le cerveau, le foie, les poumons ou le placenta, a la surface de nombreux types
cellulaires comme les cellules de Kupffer, les monocytes ou les fibroblastes. Ils sont composés d’une
chaine a extracellulaire liée de fagon non covalente a une chaine  transmembranaire. Cette chaine
posséde le motif du signal spécifique a I’endocytose alors que la chaine a présente quatre régions
semblables appelées LRP clusters |, Il, Il et IV. Les LRP clusters Il et IV sont responsables de la liaison
aux ligands qui sont tres hétérogenes [118], parmi ceux-ci, on trouve des facteurs de la coagulation :
le FIXa, le FVIII et le FVIla [119]. La région du FIXa qui est impliquée dans la liaison aux LRP a été

décrite comme étant la séquence composée des résidus 342 a 346 [120].

II1.3.2- Activation du FIX
Lorsque le processus de la coagulation se met en place, les premiers partenaires du FIX circulant sont
ses activateurs : le complexe FVIla-FT et le FXla. Quelle que soit I'enzyme impliquée, I'activation du
FIX se déroule en deux temps. Le clivage entre les résidus Argl4d5 et Alal46 génere le FIXa
intermédiaire constitué de deux chaines : une chaine légére de 18 kDa qui correspond a celle du FIXa
et une chaine lourde de 46 kDa qui comprend le domaine catalytique ainsi que le peptide
d’activation. Le second clivage entre les résidus Argl180 et Val181 permet la libération du peptide
d’activation de 11 kDa et ainsi la formation du FIXaB composé d’une chaine légére et d’une chaine
lourde, respectivement de 18 et 28 kDa, reliée entre elles par un pont disulfure [121]. Le détail de
cette activation est représenté dans la Figure 12. Le FIXa intermédiaire n’est pas actif et doit
obligatoirement étre clivé pour devenir le FIXap fonctionnel. Une mutation au niveau des résidus
Argl45 ou Argl80 provoque différentes formes d’hémophilies B. Actuellement 265 mutations de ces
résidus ont été décrites chez des patients alors que seulement 7 mutations ont été répertoriées pour
les résidus Alal46 et Vall81 [47]. Ces données démontrent ainsi de I'importance du résidu arginine

dans 'efficacité de la protéolyse.
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Figure 12. Activation du FIX en FIXa par clivages successifs et résidus interagissant lors de la coagulation. Gla : domaine
Gla, H : zone hydrophobe, EGF : domaine EGF-like, PA : peptide d’activation, PL : phospholipides.

[11.3.2.1- Activation du FIX par le complexe tenase extrinséque
Le complexe tenase extrinseque (ou complexe FVIla-FT) est le complexe initiateur de la coagulation
qui permet, en présence d’ions Ca®* et d’une surface phospholipidique riche en phosphatidylsérines,
I'activation du FX et du FIX. C'est pour cette raison que les études sur I'activation du FIX par ce

complexe porte également sur celle du FX en paralléle [122-126].

Le domaine EGF-1 du FIX a d’abord été décrit comme nécessaire dans I'activation du FIX par le
complexe FVIla-FT [127] puis plus précisément comme possédant un motif obligatoire dans la
reconnaissance pour le FT au sein du complexe FVIla-FT [125]. Récemment les interfaces du FIX avec
chaque protéine du complexe ont été modélisées [122]. Il apparait que les résidus D49, N54, K63 et

D64 du domaine EGF-1 du FIX interagissent avec la chaine latérale du FT.

Le domaine Gla du FIX interagit quant a lui avec la partie C-terminale du FT mais aussi avec le
domaine Gla du FVlla [128,129]. Les résidus Glal5, C23, Q44, Y45 du domaine Gla du FIX forment des
ponts hydrogenes avec le FT tandis que les résidus Gla7, M19, Gla20 et Gla21 du FIX interagissent
avec le domaine Gla du FVlla [122].
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Les résidus Q191, R327, E355 et R358 du domaine catalytique du FIX viennent compléter I'interaction
avec le FVlla [122]. Cependant, les domaines EGF-1 et Gla sont les premiers déterminants dans la
reconnaissance avec le complexe FVIla-FT et dans la formation du complexe ternaire qui en découle.
Les séquences qui doivent étre clivées se rapprochent alors du site actif du FVlla, ce qui induit une
poche oxyanionique indispensable pour une protéolyse efficace. Le premier clivage entre les résidus
Argl45 et Alal46 est plus efficace que le second clivage aprés le résidu Argl80, cette différence
d’efficacité se traduit par une accumulation de la forme FIXa lors de I'activation par FVlla. Enfin, on
notera que tous ces mécanismes de reconnaissance entre le FIX (ou le FX) et le complexe FVlla-TF
permettent une sélectivité de I'activation du FIX (ou du FX) parmi toutes les protéines présentes sur

le lieu de la coagulation.

[11.3.2.2- Activation du FIX par le FXIa
De par sa structure, le FXla se distingue de la majorité des facteurs de la coagulation. Le FXla est une
sérine protéase qui ne posséde pas de domaine Gla, elle ne présente donc pas de sites de fixation
aux phospholipides via les ions Ca*". Il s’agit d’'un homodimére dont chaque sous-unité présente un
domaine catalytique de type trypsin-like et quatre domaines apple (A1 a A4). Au sein du FXla, la
séquence et la conformation des résidus N-terminaux et C-terminaux du domaine A3 forment un
exosite de liaison pour la boucle Q du FIX [130]. Cette boucle est formée par les résidus 4 a 11 au sein

du domaine Gla du FIX.

Une fois le FIX fixé au domaine A3 du FXla, le domaine catalytique du FXla peut alors cliver dans un
premier temps le FIX en FIXa qui va alors se détacher pour revenir se fixer au domaine A3 entrainant
ainsi le second clivage générant le FIXap final [131]. A l'inverse de l'activation par le FVIla-FT, le
second clivage par le FXla est bien plus efficace que le premier, évitant ainsi I'accumulation du FIXa
lors de la réaction d’activation. Cette meilleure efficacité n’est pas due a la structure en dimeére du
FXla [132] mais potentiellement a la fixation simultanée de FIX et de FIXa sur le domaine A3 via des
ions Ca®* [131]. Cependant, I'organisation en dimeére des deux sous-unités reliées par un pont
disulfure permet la reconnaissance du FIX [133]. Elle serait également impliquée dans la liaison au
FXlla (qui active le FXI) ou permettrait de fixer une sous-unité a une surface et I'autre sous-unité au

substrat [134].

Enfin, les mécanismes d’interaction du FIX avec le FXla ne sont pas connus avec autant de précisions
gue l'interaction avec le complexe FVlla-FT. Cependant, cette année une étude a émis une hypothése
pouvant préciser ce mécanisme. Lorsque le FXI est activé, le domaine N-terminal du domaine A3
forme une créte chargée a proximité d’'une zone hydrophobe. Par ailleurs, I'interaction du FIX et du

FXla est rendue possible par la liaison de la boucle Q en présence d’ions Ca**. Cette boucle du
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domaine Gla du FIX est connue pour étre impliquée dans la liaison aux phospholipides
membranaires, liaison qui requiert des zones chargées et une zone hydrophobe. Ce motif serait
finalement le méme que sur le domaine A3 du FXI qui serait donc en compétition avec les
phospholipides pour la fixation du FIX. Cette hypothese est actuellement en cours de vérification via
des expériences d’interactions protéine-protéine par la technique de résonance des plasmons de

surface [134].

Concernant l'interaction FIX/FXla, c’est une mutation du FXI décrite chez un patient [135] qui a
récemment permis d’affiner la connaissance du site de liaison du FIX sur le FXla. En caractérisant des
rFXl mutés sur le résidu Argl84, il a été possible de montrer I'implication de cet acide aminé du

domaine A3 dans la fixation au FIX lors de son activation.

I11.3.3- Formation du complexe tenase intrinséque
Les activations du FIX en FIXa et du FVIII en FVIlla permettent des modifications de conformation des
protéines qui sont primordiales pour leur réle dans la suite de la coagulation. Les modifications au
sein du FIXa vont lui permettre dans un premier temps de se lier a son cofacteur, le FVllla, qui
améliore la vitesse catalytique du FIXa lors de I'activation du FX dans un second temps. La majorité
de ces modifications conformationnelles du FIXa et du FVIlla permettent une orientation optimale
des protéines avec I'exposition en surface des différents sites de liaison. La description progressive
des nombreux sites du FIXa et du FVllla impliqués dans cette interaction a été réalisée grace a un
ensemble d’études complémentaires. Des études de modélisations proposant des modeles de
structure tertiaire [136,137], I'analyse des mutations lors d’hémophilies A et B, I'introduction de
mutations par mutagénése [138-140] ou enfin des expériences d’inhibition par des peptides
synthétiques [141] ont permis de décrire avec précision les sites d’interaction du FIXa et du FVllla au
cours de ces trois dernieres décennies. Ces études définissent les domaines A2, A3 et C2 du FVllla
comme étant impliqués dans la fixation a divers sites du FIXa. Le FVIII, lorsqu’il est activé par la
thrombine, perd son domaine B et présente une chaine légere composée des domaines C1 et C2 et
une chaine lourde formée des domaines Al, A2 et A3. La structure primaire du FVllla est présentée
dans la Figure 13. L’évolution de la description des interactions au sein du complexe au cours de ces

dernieres années est présentée dans la Figure 14.

61



FX

!

1 349-372 399
Al al ||||||| A2 a2
1713 Cu2+
A3 c1 c2
2007-2016
{
FX

Figure 13. Structure du FVIlla apres clivage par la thrombine et résidus impliqués dans la formation du complexe tenase
intrinséque. Les domaines Al et A2 sont reliés par des interactions électrostatiques tandis que les domaines Al et A3
maintiennent les chaines lourdes et légéres ensemble grace a une liaison faisant intervenir un ion cu®.
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Figure 14. Evolution de la représentation des interactions FIXa/FVlila.
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A : Représentation des interactions FIXa/FVllla d’aprés Mertens et al., 1999 [142].
B : Modele de I'interface entre le domaine protéase du FIXa et le domaine A2 du FVllla, d’aprés Bajaj et al., 2001 [136],
B1 : Représentation schématique en rubans du modéle de I'interface ; B2 : interface détaillée avec les résidus impliqués ; le
systeme de numérotation de la chymotrypsine a été utilisé pour le FIXa, les résidus correspondant sont les suivants :

R338(c170), D332(c164), R333(c165), N346(c178), R403(c233), K293(c126) et E410(c240).

Asn92

C: Représentation du FIXa et du FVllla, d’apres Fay, 2004 [20]. Le FVilla et le FIXa sont représentés en format rubans
comme associés aux phospholipides.
D : Modele de I'interface d’aprés Ngo et al., 2008 [137].
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La formation du complexe tenase intrinseque inclus la fixation du FIXa au FVllla sur une surface
membranaire riche en phosphatidylsérines chargées négativement et en présence d’ions Ca”". Les
interactions des protéines avec les phospholipides permettent de regrouper les protéines de la
coagulation augmentant ainsi leur chance d’interagir entre elles. Les résidus 3 a 11 du domaine Gla
du FIXa lient les phospholipides membranaires de facon non covalente [143] tandis que le

domaine C2 du FVllla réalise la méme liaison mais avec une plus grande affinité [144,145].

Avant de considérer la liaison FIXa/FVllla proprement dite, il est important de noter que certaines
interactions au sein de chaque protéine sont nécessaires a I'assemblage du complexe. Ainsi, il a été
démontré, par la création de mutants, que la liaison du domaine EGF-2 et du domaine catalytique via
des ponts hydrogéne entre les résidus Asp92/Tyr295 et Phe98/Phe299 était non seulement
indispensable a I'activité enzymatique mais aussi a I'assemblage du complexe [140]. De plus, le pont
Na® entre les résidus Arg94 et Glu78 au sein du domaine EGF-1 participe au maintien de la structure
du FIXa et a été décrit comme critique pour la liaison au FVIlla [146]. Au sein de la structure tertiaire,
ce pont Na* est lui-méme soutenu par le linker E84-T87 situé entre les domaines EGF-1 et EGF-2 [138]

dont les divers roles (directs et indirects) seront énumérés au cours de ce paragraphe.

L'interaction FIXa/FVllla la plus proche de la surface phospholipidique fait intervenir le domaine Gla
du FIXa et le domaine C2 du FVllla, les sites de liaison concernés étant respectivement les résidus
Val46 et Phe25 d’une part [147] et la séquence 2228-2240 d’autre part [148]. Chacun des sites est
connu pour étre impliqué dans l'interaction entre les protéines mais aucune étude ne montre
directement une liaison entre les résidus. Cependant, I'implication de ces deux domaines dans la
fixation aux phospholipides leur conférant une proximité spatiale permet d’émettre une hypothése
solide quant a leur interaction. Le role principal impliqué ici n’est pas tant la fixation des protéines
entre elles mais surtout une propagation générale de la coagulation accompagnée de I'expansion

physiologique du caillot [149].

Légerement plus éloignées de la membrane phospholipidique, les interactions entre les domaines
EGF-1/EGF-2 et le domaine A3 jouent un role principal dans la fixation FIXa/FVllla. C'est la liaison qui
présente la plus forte affinité dans la formation du complexe, et les interactions impliquées y sont
complexes. Le linker E84-T87 des domaines EGF-1 et EGF-2 y joue un role direct de par la fixation au
domaine A3 mais aussi un rdle indirect en maintenant la structure et I'orientation des domaines Gla
et EGF-1 [138]. Une étude utilisant une méthode de criblage des mutations dans la premiére boucle
du domaine EGF-2 (résidus 89 a 94) a permis d’identifier le réle majeur du résidu Asn89 qui interagit
directement avec le domaine A3 par la formation de ponts hydrogene [139]. L’étude des différentes

mutations a souligné le role important de résidus proches dans le soutien sous-jacent du
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résidu Asn89. Parmi ces résidus, on trouve Asn92 qui forme des ponts hydrogenes avec Glu97 (en
plus de son interaction avec Tyr295 du domaine catalytique), le résidu Gly93 et le résidu Val107. Ce
dernier résidu est compris dans la boucle 102-108 impliquée dans la liaison au FX, le résidu Val107 se
distingue de par sa position proximale a la zone hydrophobe entre les domaines EGF-1 et EGF-2 et en
renforgant le soutien de cette structure. Des mutations au niveau des résidus Asn92, Gly93 et Glu97
ont été décrites chez 47 patients hémophiles B avec une grande proportion d’hémophiles B
séveres [47], montrant ainsi I'importance de ces trois résidus. De plus, les deux régions du linker
E84-T87 et de la séquence 89-93 ne sont pas conservées chez d’autres facteurs de la coagulation tels
qgue le FX ou le FVII. Le linker s’avere étre beaucoup plus court chez le FIX permettant ainsi plus de
contacts entre les domaines EGF [138]. Enfin, les résidus du domaine A3 connus pour étre impliqués
dans cette liaison font partie de la séquence 1811-1818 du FVllla et sont responsables de la forte

affinité [141].

Enfin, la liaison entre le domaine protéasique du FIXa et le domaine A2 du FVllla est la plus distante
des phospholipides. C'est également celle qui présente le moins d’affinité mais elle n’en demeure
pas moins importante. En effet, cette liaison permet de moduler le site actif du domaine catalytique
du FIXa, c’est elle qui définit vraiment I'activité de cofacteur du FVllla [150]. Par analogie aux sites de
liaison au cofacteur sur le FVlla et par la génération de FIX mutants au niveau de I'hélice a
(résidus 333-339) et au niveau de la séquence 301-303, une premiére étude a permis d’identifier ces
zones comme impliquées dans la liaison au domaine A2 du FVIlla [151]. Une seconde étude a ensuite
permis, par modélisation de l'interface, de définir la région 558-565 du FVIlla comme interagissant
avec I'hélice a du FIXa [136]. Les résidus 707-714 du domaine A2 qui se trouvent spatialement
proches de la région 558-565, interagissent quant a eux avec la région 301-303 du domaine
catalytique du FIXa [152]. Que ce soit sur le FIXa ou le FVllla peu de mutations dans ces domaines

d’interactions sont rapportées a une hémophilie A ou B [47].

La complexité et la variabilité de toutes ces interactions font qu’il n’existe pas actuellement de
modele d’interface qui soit absolument complet méme si de trés nets progres ont été faits, comme
I'attestent les modeles présentés dans la Figure 14. De nouveaux sites de fixation sur le FIXa ou sur le
FVlilla pourraient encore étre découverts et un des intéréts se porte maintenant sur les forces
électrostatiques entre les résidus dans les régions adjacentes a linterface FIXa/FVllla et qui
pourraient y jouer un réle important [136]. Un autre intérét porte quant a lui sur les méthodes de

modélisation qui deviennent de plus en plus puissantes [152].
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I11.3.4- Activation du FX
Méme si le FIXa est capable d’activer le FX sans étre complexé au FVllla, la formation du complexe
tenase permet d’accélérer tres significativement la vitesse catalytique de I'enzyme FIXa pour son
substrat FX. Ainsi la présence du cofacteur FVilla augmente jusqu’a 10° le kcat/Km du
FIXa [20,23,153]. Le kcat/Km est souvent utilisé pour juger de I'efficacité enzymatique car il prend en
compte a la fois la vitesse catalytique de I'enzyme (kcat) et I'affinité de I’enzyme pour son substrat
(Km). Le kcat est le turnover de I'enzyme c’est-a-dire la fréquence a laquelle I'enzyme réalise la
catalyse de son substrat en conditions saturantes en substrat. Le Km est défini comme Ia
concentration de substrat pour laquelle la vitesse de réaction enzymatique est la moitié de la vitesse

maximale de réaction.

Le FVllla posséde un site de réception qui lui permet de présenter le FX au FIXa sur la membrane des
plaquettes activées [154]. Cette interaction fait intervenir le domaine catalytique du FX et le domaine
Al du FVllla au niveau des résidus 349-372 [155]. Une étude plus récente montre qu’il existe
également un site de fixation au FX dans la région 2007-2016 du domaine A3 du FVllla [156]. Les

résidus Thr2012 et Phe2014 y sont décrits comme participants a la liaison au FX.

L'activité du FIXa dans la génération de FXa est une activité FVllla-dépendante mais aussi sous le
controle d’'un mécanisme allostérique au sein méme du FIXa impliquant le linker entre les domaines
EGF-1 et 2 et le contact entre sa chaine légére et son domaine catalytique [138]. Ce mécanisme
permet d’améliorer I'activité enzymatique sans présenter d’interaction directe avec le domaine
catalytique. De plus, la boucle hydrophobe du domaine EGF-1 du FIXa est insérée dans la zone
concave hydrophobe de son domaine EGF-2 via les résidus 86, 94, 107, 109 et 122 [157]. Cela permet
au FIXa d’adopter une conformation optimale pour la présentation de la troisieme boucle de son

domaine EGF-2 (résidus 102-108) au FX [139].

Une étude a décrit une activation physiologique en deux temps du FIXa lors de la formation du
complexe tenase intrinséque [158]. En effet, avant la liaison du FIXa au FVllla et au FX, la boucle dite
loop-99 du FIXa (comprenant les résidus Tyr259 a Tyr266) se trouve dans une conformation
inadéquate pour une interaction avec le substrat FX. Cette boucle est stabilisée par un pont
hydrogene entre le groupement carboxyle du résidu Lys265 et le groupement hydroxyle du résidu
Tyr259. De plus, le résidu Tyr345 stabilise et bloque la loop-99 dans sa conformation inactive par une
interaction entre Asn264 et Asn267. Lorsque le FVIlla se lie a la région 333-339 du FIXa qui est proche
du Tyr345, il y aurait libération de la boucle maintenue inactive par ce résidu. Le FX serait alors

ensuite capable de réarranger la boucle afin de se lier au site actif du FIXa.
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Une fois le FX fixé au sein du complexe tenase intrinseque, le FIXa peut alors clivé le FX entre les

résidus Argl194 et 11e195 [159].

Enfin, la régulation négative du complexe tenase est surtout contrélée par I'altération de I'activité du
FVIlla soit par inactivation protéolytique, soit par dissociation de ses domaines [20]. Cependant, il
existe également plusieurs processus permettant la régulation de I'activité du FIXa, tels qu’une
protéolyse du FIX/FIXa par la plasmine [160] ou I'élastase des neutrophiles [161] ; la formation d’un
complexe inhibiteur avec I'antithrombine [162] ou la protéase nexine-2 [163] ou encore par liaison

du FIXa au LRP [117,120].

Facteur X Facteur Vllla Facteur IXa

) — s ©

Figure 15. Représentation schématique de la formation du complexe tenase intrinséque, d’aprés Brandstetter et al., 1995
[159].
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Chapitre IV: Améliorations récentes apportées au traitement de

I’hémophilie B et perspectives thérapeutiques

L'ensemble des connaissances sur la structure et la physiologie du FIX permet d’envisager de
nombreux axes d’amélioration dans le traitement de I'hémophilie B. Il est encore nécessaire
d’améliorer le confort des patients en réduisant la fréquence des injections intraveineuses et de
réduire les colts du traitement. Une meilleure adhésion des patients a leur traitement en diminuant
la fréquence des injections met en jeu l'allongement de la demi-vie du FIX ainsi que le
développement de nouveaux schémas thérapeutiques. La réduction du colt des injections passe
guant a elle par une meilleure activité pro-coagulante du traitement. Cette amélioration peut étre
obtenue par différentes stratégies comme le développement d’un rFIX d’activité augmentée ou par
I'utilisation d’agents ciblant les inhibiteurs de la coagulation. De plus, une production et une
sécrétion optimisée du rFIX sont également a prendre en compte pour rendre les concentrés de rFIX
commerciaux plus abordables. La thérapie génique est une perspective thérapeutique tres
intéressante car elle pourrait changer radicalement la vie des patients pendant plusieurs années. En
effet, cette stratégie présente le potentiel de pouvoir soigner I'hémophilie sur le long terme. Enfin,
les perspectives de traitement des patients ayant développés des inhibiteurs visent surtout a réduire

I'immunogénicité des concentrés injectés.

Apres des périodes de recherches in vitro et in vivo plus ou moins longues, le développement d’une
nouvelle thérapeutique passe obligatoirement par des essais précliniques et cliniques dans le but
d’obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM) accordée par les autorités compétentes. En
France, les AMM sont octroyées par I’Agence nationale de sécurité du médicament et des produits
de santé (ANSM). Pour une commercialisation des produits dans I’'ensemble des pays européens, les
AMM sont accordées par la Commission Européenne aprées un avis de I'’Agence Européenne du
Médicament (EMA). Les essais précliniques sont effectués chez les animaux afin de déterminer
I'activité, le mécanisme d’action ou encore la toxicité de la protéine étudiée. Les essais cliniques
pré-AMM sont réalisés chez 'Homme et se divisent en trois phases différentes : phases |, lla-Ilb et Ill.
La phase | permet d'évaluer la tolérance, la dose maximale sans effets indésirables et de déterminer
les premiéres données de pharmacocinétique. Elle est généralement réalisée chez des sujets sains
mais dans le cas de I'hémophilie, les sujets « sains » sont souvent en réalité des patients hémophiles
qui ne présentent pas d’épisodes hémorragiques et qui ne regoivent pas de traitement en dehors du
rFIX testé. La phase lla a lieu chez cette méme catégorie de patients et permet principalement de

déterminer la dose optimale et les interactions par administration unique ou répétée. Cette phase
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est d’abord effectuée sur un petit effectif de sujets « sains » puis sur une population de « patients »
(phase llb). Dans le cas de I’hémophilie, ces derniers sont des patients qui recoivent la protéine
testée dans le cadre du traitement des saignements en prophylaxie ou a la demande. La phase Il
démontre l'intérét du médicament a plus grande échelle en le comparant au traitement de
référence. Enfin les essais cliniques post-AMM correspondent a la phase IV qui consiste a effectuer le
suivi d’'un médicament a long terme. Elle permet de détecter les effets indésirables ou les

complications tardives associées au traitement.

1V.1- Améliorations récentes concernant I'allongement de la demi-vie du facteur IX

La demi-vie du FIX chez 'Homme est d’environ 18-24h, ce qui nécessite des injections de concentrés
deux a trois fois par semaine lors d’une prophylaxie. Il existe un réel besoin d’améliorer les
constantes pharmacocinétiques en générant des rFIX a demi-vie allongée. De telles molécules
permettraient d’espacer les injections lors des prophylaxies ou des traitements a la demande.
Plusieurs stratégies d’allongement de la demi-vie du FIX ont été envisagées et de nombreuses études

présentent des essais cliniques concluants.
1V.1.1- La PEGylation

[V.1.1.1- Principe de la PEGylation
La PEGylation consiste a lier des molécules de polyéthyléne glycol (PEG) de fagcon covalente a une
protéine et vise a améliorer ses propriétés pharmacocinétiques. Les molécules de PEG sont des
polyéthers hydrosolubles de tailles et de poids moléculaires trés variables qui permettent
d’augmenter significativement la taille de la protéine sur laquelle elles sont fixées. La fixation de PEG
présente deux effets intéressants : la réduction de la clairance totale et de 'immunogénicité de la
protéine. La réduction de la clairance totale est due a une diminution de la clairance rénale et de Ia
diffusion transmembranaire résultant d’une taille plus importante de la protéine. Elle est également
liée au fait que les PEG créent un encombrement stérique qui protege la protéine des dégradations
protéolytiques. Les protéines PEGylées n’entrainent généralement pas de réaction immunogéne et
les PEG permettent méme de masquer certains épitopes de la protéine et ainsi de réduire son

immunogénicité [164].

La premiere protéine PEGylée a avoir été commercialisée est la PEG-adénosine désaminase dans le
cadre du traitement du déficit immunitaire combiné sévere (DICS). Sa commercialisation par la

société Enzon fut autorisée en 1990.

Les premieres techniques de PEGylation consistaient en la fixation aléatoire de molécules de PEG de

petite taille (inférieure a 5kDa) qui entrainait la production de protéines PEGylées aléatoirement.
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Néanmoins, cette stratégie pouvait causer la fixation de PEG sur les sites de reconnaissance des
cofacteurs ou les sites actifs des protéines et ainsi diminuer leur activité. Une nouvelle approche
consiste maintenant a fixer de plus longues molécules de PEG en ciblant un ou deux sites de fixations

spécifiques afin de ne pas géner 'activité des protéines [164].

IV.1.1.2- Le rFIX PEGylé
Le N9-GP est le nom provisoire du rFIX a demi-vie allongée qui est en cours de développement par le
laboratoire Novo Nordisk™. Il s’agit d’un rFIX glycoPEGylé par la fixation d’un ou de deux PEG de plus
de 40 kDa sur deux résidus N-glycanes du peptide d’activation du FIX. Les résidus Asn157 et Asn167
portant des complexes N-glycanes avec des acides sialiques terminaux ont été décrits comme étant
les seuls a subir cette modification post-traductionnelle dans le paragraphe //1.2.1.1- Synthése dans le
réticulum endoplasmique rugueux et premiéres modifications a la page 53 du manuscrit. Ces deux
résidus sont donc les seuls a pouvoir lier un acide sialique couplé au PEG de 40 kDa par
remplacement enzymatique de leurs acides sialiques terminaux. Hormis ces deux glycoPEGylations,
le N9-GP présente la méme séquence protéique que le Benefix® et il est produit par la méme lignée
cellulaire CHO, il a donc la méme structure primaire. La plupart des N9-GP (80%) sont sécrétés sous
forme mono-glycoPEGylée sans préférence pour I'un ou l'autre des résidus Asn [165,166]. Dans une
étude préclinique publiée en 2011 [166], les propriétés pharmacocinétiques de la molécule de N9-GP
ont été déterminées chez la souris HB, le mini-porc et chez les chiens HB ou les demi-vie observées
étaient respectivement de 41, 76 et 156 heures en comparaison a une demi-vie moyenne du rFIX de
19 heures. Elle est alors entrée en essais cliniques chez ’'Homme. Lors des essais de phase |, la
demi-vie du N9-GP était de 93 heures soit cing fois plus que celle du Benefix® [165]. La récupération
incrémentielle du N9-GP observée lors des profils pharmacocinétiques était 94% et 20% plus haute
que celles du rFIX et du pdFIX, respectivement. Les profils des activités plasmatiques observés sur

une période de 170 heures et obtenus lors de cette méme étude sont présentés sur la Figure 16.

Enfin, les premieres conclusions quant aux résultats des essais cliniques de phase Ill devraient étre

publiées d’ici la fin de cette année [167].
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Figure 16. Profils des activités plasmatiques lors des essais cliniques de phase | du rFIX PEGylé (N9-GP), d’apres Négrier et
al., 2011 [165].

IV.1.1.3- Les liposomes PEGylés
La liaison non covalente des facteurs de coagulation a des liposomes PEGylés était une perspective
d’allongement de la demi-vie intéressante. En effet, cette technique n’impliquait pas de modification
dans la structure tertiaire et ainsi pas de perte d’efficacité dans les interactions protéine-protéine.
Cette technique a été expérimentée sur le FVIII recombinant (rFVIIl) et a présenté des essais
précliniques concluants avec une demi-vie augmentée 1,5 fois [168]. Cependant, malgré des essais
de phases | probants, ceux de phase Il ont di étre stoppés du fait d’'un manque d’efficacité du
complexe rFVIll-Liposome PEGylé. En effet, les patients présentaient plus de 9 saignements par an.
Ce chiffre était le premier point limite de I'expérimentation a ne pas dépasser. Ce manque
d’efficacité serait d0 a une différence entre les microparticules de liposome humaines et murines
[167]. Malgré des intéréts attractifs, la conjugaison a des liposomes PEGylés ne sera
vraisemblablement pas retenue a I'avenir concernant les recherches sur I'allongement de la demi-vie

du FIX.

IV.1.2- Protéines de fusion
Une autre stratégie pour augmenter la demi-vie plasmatique du FIX est de le fusionner de fagon

covalente a des protéines qui présentent une demi-vie bien plus grande.

La longue demi-vie des molécules sériques telles que les IgG (Immunoglobulines G) et leur aptitude a
traverser la barriere materno-foetale a été attribuée a un récepteur spécifique de la portion Fc,

appelé FcRn (Neonatal Fc Receptor). La résolution de sa structure a permis de l'identifier comme une
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molécule apparentée au complexe majeur d'histocompatibilité de classe |, capable de prendre en
charge les IgG et I'albumine grace a des liaisons dépendantes du pH. Le FcRn assure a la fois des
fonctions de recyclage permettant aux IgG et a I'albumine d'échapper au catabolisme endothélial, de
transcytose favorisant la bio-distribution des IgG dans I'organisme et sans doute de coopération lors
de la phagocytose. Le mécanisme permettant le recyclage des IgG et de I'albumine est représenté
dans la Figure 17. Les cellules endothéliales captent les protéines du sang par un processus
d’internalisation, la pinocytose qui permet le transport non spécifique des protéines dans les cellules.
Les endosomes formés lors de la pinocytose s’acidifient puis transmettent les protéines a dégrader
aux lysosomes. L’acidification de 'endosome permet la liaison de I'albumine ou du fragment Fc aux
récepteurs FcRn, cette liaison étant impossible a pH neutre. Ces protéines ne passent donc pas dans
le lysosome et sont protégées de la protéolyse. Elles sont ensuite externalisées dans la circulation a
pH physiologique. Ce mécanisme explique ainsi la plus grande demi-vie des IgG par rapport a

d’autres anticorps [169,170].

La connaissance de ce mécanisme a entrainé le développement de nouvelles protéines de fusion
dans le but d’allonger leur demi-vie. Apres le succés de nombreuses thérapeutiques impliquant une

fusion, plusieurs rFIX fusionnés sont maintenant en cours d’essais cliniques ou précliniques.
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Figure 17. Représentation du mécanisme de recyclage pH-dépendant de I'albumine et de I'lgG plasmatiques par liaison
au récepteur FcRn. Les protéines plasmatiques qui n’ont pas de sites de fixation au FcRn sont dégradées par le lysosome.
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IV.1.2.1- La protéine de fusion rFIX-Fc
Les molécules Etanercept et Romiplostim font partie des premieres protéines fusionnées au
fragment Fc de I'lgG et qui sont actuellement commercialisées. Etanercept est une protéine de fusion
avec la fraction P75 du récepteur soluble du TNFa qui permet une inhibition compétitive du
récepteur [171]. Elle est utilisée dans le traitement de certaines maladies auto-immunes. Le
Romiplostim intervient quant a lui dans le traitement de la thrombocytopénie. C'est une protéine de
fusion entre le fragment Fc et une chaine peptidique qui a la capacité de se lier sur le récepteur de la
thrombopoiétine (TPO), qui stimule normalement la formation des plaquettes [172]. Cette molécule

a obtenu une AMM pour le marché européen en 2010.

En parallele de ces succes, des études sur une protéine de fusion du fragment Fc avec le rFIX ont été
entreprises. Le rFIX-Fc généré par la société Biogen™ est représenté dans la Figure 18. Le rFIX-Fc est
sécrété par les cellules d’embryon humain immortalisées HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293). La
partie C-terminale du rFIX est fusionnée a la partie N-terminale du fragment Fc. Ce monomere est lié
a un deuxieme monomeére de Fc par un pont disulfure qui se forme lors de la synthése et de la
sécrétion de la protéine [173,174]. L'étude préclinique publiée en 2010 a été menée sur des souris,
des rats et des singes sains puis sur des souris et des chiens hémophiles B et enfin sur des souris
déficientes en récepteur FcRn [173]. Apres injection en IV, les concentrations en rFIX et en rFIX-Fc ont
été dosées chez toutes les espéces et les activités ont été déterminées dans les lignées hémophiles B.
Cette étude présente une augmentation de la demi-vie du rFIX-Fc 3 a 4 fois selon les espéeces. De
plus, les expériences menées sur les souris déficientes en FcRn montrent une demi-vie similaire du
rFIX et du rFIX-Fc. Ce dernier résultat prouve l'implication de l'interaction rFIX-Fc/FcRn dans
I'allongement de la demi-vie observé, le fragment Fc ayant une demi-vie de trois semaines. L'étude
émet également |'hypothése que cette amélioration serait en partie due aux meilleures
modifications post-traductionnelles réalisées par la lignée cellulaire HEK 293. Enfin, une clairance
rénale plus lente du fait de 'augmentation de la taille du rFIX participerait également a I'allongement

de la demi-vie [175].

Les essais cliniques de phases | et Ila réalisés ensuite chez des hémophiles B modérés ou séveres ont
montrés des résultats encourageants [174]. L'étude n’a pas rapporté de développement
d’inhibiteurs, la demi-vie observée était de 56,7 heures ce qui est trois fois plus long que la demi-vie
du Benefix® et le taux de récupération était similaire a celui du pdFIX. Lors des essais de phase I
(NCT01027364), le rFIX-Fc a présenté un allongement de la demi-vie de 82 heures par rapport au rFIX
[176]. Une prophylaxie a hauteur d’une injection de rFIX-Fc hebdomadaire ou toutes les deux
semaines a permis d’observer des taux faibles d’hémorragie chaque année chez les patients atteints

d’hémophilie B. De plus, une autre étude montre une bonne efficacité du rFIX-Fc lors d’interventions
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chirurgicales [177]. La molécule est maintenant commercialisée sous le nom d’ALPROLIX™ aux Etats-
Unis, au Japon, en Australie et au Canada. Ce nouveau FIX a demi-vie allongée permet de réduire la
fréquence des injections et ainsi d’améliorer non seulement I'adhésion des patients a leur traitement

mais surtout leur qualité de vie.

"
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Figure 18. Représentation de la protéine de fusion rFIX-Fc. Pro : propeptide, Gla : domaine Gla, H : zone hydrophobe, PA :
peptide d’activation.

IV.1.2.2- La protéine de fusion rFIX-FP
Connaissant la demi-vie de 20 jours de l'aloumine et son mécanisme de recyclage supposé, la
doxorubicine recombinante capable de se coupler a I'albumine est entrée en essais cliniques en
2007 [178]. L'aldoxorubicine est une molécule de doxorubicine couplée a un linker capable de lier
I'albumine plasmatique lorsqu’elle est injectée en IV (intraveineuse). L’aloumine permet ici de
protéger et de transporter la protéine thérapeutique sur le lieu de la tumeur. L’environnement de la

tumeur étant acide, I'albumine se détache et ainsi elle ne géne pas I'activité de la protéine.

Aprés avoir caractérisé une protéine de fusion entre |’hirudine et I'albumine produite par la levure
Pichia pastoris 2001 [179], une équipe canadienne a publié trois ans plus tard une étude préclinique
sur le premier rFIX fusionné [180]. Dans cette étude, la protéine de fusion entre le rFIX et I'albumine
possédait un linker non clivable entre les deux entités moléculaire. La protéine de fusion ainsi
structurée et produite par la lignée HEK 293 présentait une augmentation de la demi-vie d’un
facteur 3 chez la souris. Cependant, I'activité spécifique du FIX était diminuée de 50 a 70 % du fait de

I’encombrement de I'albumine qui génait les interactions du FIX avec ses partenaires.

En 2009, la société CSL Behring™ a publié une étude qui reprend le principe de cette chimére en
produisant des protéines de fusion rFIX-FP avec des linkers possédant ou non un site de clivage par le
FXla ou par le complexe FVIla-FT (Figure 19) [181]. L'étude compara également les protéines de

fusion produites en cellules HEK 293 ou en cellules CHO. Les caractéristiques des constructions et les
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résultats obtenus lors de I'étude sont présentés dans le Tableau 4. Le rFIX-FP permettait une
amélioration significative de la demi-vie chez la souris hémophile B, le rat ou le lapin. De plus, le
clivage de I'albumine lors de I'activation du FIX permettait d’augmenter considérablement I'activité
observée par comparaison avec un rFIX-FP non clivable. Cependant, cette activité restait plus faible
gue celle observée avec les FIX commerciaux. Des résultats plus encourageants, en terme d’activité,
obtenus chez le chien hémophile B et le singe [182] ont conduits au développement d’essais cliniques
de phase | du rFIX-FP produit par la lignée cellulaire CHO [183]. La demi-vie du rFIX-FP était alors
5,3 fois plus élevée que celle du rFIX et une nette prolongation de I’activité était observée. Les taux
d’activité du rFIX-FP comparés a ceux du rFIX et du pdFIX obtenus lors de cet essai sont reportés dans
la Figure 20. Une étude plus récente publiant les résultats préliminaires d’essais cliniques de phase |
et Il du rFIX-FP confirme I'amélioration des parameétres pharmacocinétiques [184]. Enfin, des essais
cliniques internationaux de phases Il et Ill (NCT01496274) sont actuellement en train d’évaluer la
sécurité et l'efficacité du rFIX-FP lors de prophylaxies a raison d’une injection par semaine ou de

traitements a la demande chez des patients hémophiles B séveres [185].
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Figure 19. Concept de la protéine de fusion rFIX-FP possédant un linker non clivable (A) ou un linker clivable (B) lors de
son activation par le FXla ou le complexe FVIla-FT lors du processus de coagulation. D’aprés Metzner et al., 2009 [181].
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Séquence du Activité Demi-vie (heures)
Cellules

linker (Ul/nmol)
FFIX (Benefix®) - CHO 14.4 12.85 914 513
pdFIX (Mononine®) - - - 11.2 - - 4.43
Non clivable  (G)eV HEK 0.2 - - 14.8
rFIX-FP/ncl2 Non clivable  SS (GGS); GS HEK 0.7 - - -
Clivable  SVSQTSKLTRA HEK 5 15.01 296 174
ETVFPDVDGS
rFIX-FP/cl1 (CHO) Clivable  SVSQTSKLTRA CHO 6.7 - 362 241
ETVFPDVDGS

Tableau 4. Les différentes caractéristiques des rFIX-FP en fonction du linker et du type cellulaire choisi, d’aprés Metzner
et al., 2009 [181].

60 —@— 50 Ul/kg rFIX-FP (n=13)
—o— 50 Ul/kg rFIX (n=8)
+

50 Ul/kg pdFIX (n=4)

40 N lw\l — ==+ Activité inférieure a 5%

Activité du FIX (UI/dI)

Heures

Figure 20. Taux d’activité observés apres traitement des patients par la protéine de fusion rFIX-FP lors des essais
cliniques de phase I. Le rFIX et le pdFIX sont utilisés comme référence. D’apres Santagostino et al., 2012 [183].

[V.1.2.3- La protéine de fusion rFIX-CTP
La société Prolor Biotech™ étudie actuellement une protéine de fusion entre le rFIX et le peptide
C-terminal de la sous-unité B de I'hormone chorionique gonadotrope humaine (B-hCG). Ce peptide a
déja prouvé son efficacité a allonger la demi-vie de plusieurs protéines dont I’hormone de croissance
humaine (hGH) utilisée dans le traitement des patients souffrant d’'un déficit en hormone de
croissance [186]. Des études précliniques chez des souris hémophiles B ont déja été menées sur la
pharmacocinétique de la protéine de fusion rFIX-CTP [187]. Cette protéine, produite par la lignée
cellulaire CHO, a montré une demi-vie allongée 4 fois par rapport a celle du rFIX avec une activité
faiblement diminuée. Il conviendra a I’avenir de poursuivre les essais précliniques de cette molécule

qui fait déja I'objet d’un brevet [188].
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Cette derniere protéine de fusion traduit une ouverture quant aux protéines ou peptides qui peuvent
étre utilisés pour allonger la demi-vie du FIX. Cependant, aucune étude ne s’intéresse encore a la

construction d’une protéine de fusion entre le FIX et un autre facteur de la coagulation.

1V.2- Perspectives thérapeutiques

IV.2.1-Amélioration de la sécrétion du facteur IX
Malgré I'amélioration des propriétés pharmacocinétiques des nouvelles molécules de FIX, un des
probléemes actuels dans le traitement de I’hémophilie B est le manque de disponibilité et
d’accessibilité aux concentrés de FIX, notamment dans les pays en développement. L’amélioration de
ces deux critéres repose en grande partie sur les systemes de production des concentrés de FIX

existants qui visent continuellement a étre améliorés et a étre suppléés par des systemes alternatifs.

Dans ce contexte, une technologie d’expression innovante a été explorée afin d’améliorer
I’expression de protéines thérapeutiques au sein de la lignée cellulaire CHO [189,190]. L’expression
du rFIX pourrait étre améliorée en ajoutant au gene F9 les régions promotrices du géne d’une
protéine hautement exprimée dans les cellules CHO : le CHEF-1 (Chinese Hamster Elongation Factor
1). Les expériences réalisées pour I'expression du récepteur a la chimiokine CCR4 ont montrées des
taux d’expression plus de 10 fois supérieurs a ceux utilisant le promoteur fort du CMV
(Cytomégalovirus) dans le controle de I'expression du géne. L'utilisation d’un vecteur CHEF-1
n‘implique pas I'amplification du gene au sein des cellules ce qui a pour effet d’accélérer la

croissance cellulaire.

L'amélioration de la production en systéme cellulaire passe également par I'optimisation des milieux
de culture utilisés. Dans ce contexte, il a été montré que la diminution de la concentration de 1 a
0.5 mM en ions Ca*, néanmoins indispensable a la synthése du rFIX, dans les milieux de culture
permettait de réduire la proportion de FIXa [191]. La présence de FIXa dans les concentrés de rFIX
injectés est connu pour augmenter le risque de formation spontanée de caillots en dehors du site de

I’hémorragie.

Malgré les améliorations portées sur la production des protéines recombinantes en lignées
cellulaires humaines, les faibles taux de sécrétion et les colts de production élevés restent les deux
inconvénients majeurs dans I'accessibilité au traitement dans le cadre de ’"hémophilie. Une nouvelle
alternative serait d’utiliser des animaux transgéniques en tant que bioréacteurs [192]. En effet, les
tissus mammaires des animaux sont capables de produire de plus grandes quantités de protéines de
par une densité cellulaire plus élevée que celle permise par la culture cellulaire [193]. Ainsi

I’antithrombine humaine a été la premiére protéine recombinante produite et purifiée a partir du lait
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de truies transgéniques a obtenir une AMM pour I'Europe en 2006. Une étude récente a caractérisé
le rFIX produit dans le méme systéme [194]. Les modifications post-traductionnelles du rFIX ainsi
produit se rapprochent grandement de celles du pdFIX avec par exemple une moyenne de
11.9 acides y-carboxyglutamiques au sein du domaine Gla contre 12 pour le pdFIX. Contrairement au
rFIX produit en culture cellulaire, ce nouveau procédé permet de produire un rFIX qui présente une
meilleure activité que le pdFIX. Enfin, en prenant en compte les taux de production et les pertes dues
aux étapes de purification, les auteurs estiment qu’'un troupeau de 192 truies transgéniques

pourraient couvrir le marché mondial du facteur IX dont le besoin est estimé a 2 kg de FIX par an.

IV.2.2- Amélioration de I'activité coagulante du traitement.
Deux axes de recherche concourent a I'amélioration de I'activité coagulante du traitement de
I’'hémophilie B : le développement de rFIX a activité spécifique augmentée et celui des agents ciblant

les inhibiteurs de la coagulation.

IV.2.2.1- Augmentation de I'activité spécifique du rFIX
Les recherches sur I'amélioration de I'activité se font principalement dans le but d’accroitre I'index
thérapeutique de la thérapie génique qui sera détaillée dans le paragraphe IV.2.3- Thérapie génique
a la page 82 du manuscrit. Cependant, ces rFIX variants restent de bons candidats au développement

de nouveaux concentrés de rFIX a activité augmentée.

Dés la mise sur le marché du rFIX (Benefix®) en 1997, des études se sont fixées comme objectif
d’améliorer I'activité spécifique de cette nouvelle molécule. Une premiere expérience a consisté a
remplacer le domaine EGF-1 du FIX par celui du FVII [195]. La chimere FIXy,esr: @ d’abord présentée
une activité augmentée d’un facteur 2 lors des essais de coagulation par méthode chronométrique.
Lors de I'étude préclinique menée sur le chien hémophile B, son activité coagulante était augmentée
3 fois par rapport a celle du FIX wild-type. Cette augmentation d’activité a été expliquée par une
meilleure affinité de la chimére pour le FVllla. En effet, une diminution de la constante de

dissociation Kd était observée vis-a-vis du cofacteur.

Un an plus tard la méme équipe a mis au point un FIX muté au niveau de I'arginine R338 par des
expériences de mutagénese dirigée [196]. Le FIX R338A présentait une activité catalytique 3 fois plus
élevée in vitro que les rFIX et pdFIX wild-type. De plus, en présence de FVllla, le kcat/Km (traduisant
I'efficacité catalytique de I'enzyme) était 6 fois plus élevé que le FIX wild-type et la constante Kd
restait inchangée. Aux vues de ces résultats les auteurs ont alors émis I'hypothése que cette
augmentation d’activité était due au fait que le résidu R338 faisait partie de I'exosite qui lie le FX et
non pas a un effet allostérique sur le site actif. Une étude du domaine catalytique du FIX vient

compléter cette hypothese en précisant que la région 333-339, normalement impliquée dans la
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liaison au domaine A2 du FVllla, interfére indirectement avec le site de liaison au FX [151]. En effet,
une mutation dans cette région interagissant avec la séquence 340-347 qui est impliquée
directement dans la liaison au FX, entraine alors un changement de I'activité catalytique de I'enzyme.
L'implication du résidu R338 dans l'activité coagulante du FIX a été confirmée lors de la découverte
de la mutation R338L par séquencage du géne F9 d’un patient atteint de thrombophilie
juvénile [197]. Le FIX R338L (ou FIX Padua) était sécrété a un taux normal chez le patient mais il

présentait une activité coagulante 8 fois plus élevée que le FIX wild-type.

Les travaux sur la chimeére FIXy;eer1 €t sur le FIX R338A ont été repris afin de construire un ADNc
contenant les deux modifications [198]. Cet ADNc a été inséré au sein d’une cassette d’expression
lors d’'une expérience de thérapie génique chez la souris hémophile B. Cette construction a permis
d’observer une activité spécifique jusqu’a 12,6 fois plus élevée que celle du FIX wild-type ainsi qu’une

expression stable et durable du transgene injecté.

Des études plus récentes ont mis au point un rFIX présentant trois mutations au niveau des résidus
V86, E277 et R338 [199,200]. Le premier FIX-Triple (V86A/E277A/R338A) présentait une activité
spécifique augmentée d’un facteur 13 in vitro [199]. Aprés détermination des paramétres cinétiques,
présentés dans le Tableau 5 A, le FIX-Triple conférait une affinité pour le FVIlla 11 fois plus forte que
le FIX wild-type. Les auteurs émettaient alors I’"hypothése d’un effet synergique des trois mutations
sur la liaison au FVllla. Le résidu R338 est bien connu comme participant a la liaison au domaine A2
du FVllla. Le résidu E277 y est décrit comme situé a I'opposé du domaine catalytique et une
hypothése serait que les résidus D276 et E277 constitueraient une région qui subit un changement
conformationnel lors de I'activation du FIX. Concernant le résidu V86, les auteurs le décrivent comme
situé sous la surface de contact au FVllla dans la structure tertiaire et comme pouvant peut-étre
influencer cette interaction. Dans le paragraphe //I.3.3- Formation du complexe tenase intrinseque a
la page 61 du manuscrit, il a été évoqué que le linker E84-T87 jouait différents réles dans I'interaction
FIXa/FVllla [138]. Ceci confirme qu’une mutation sur le résidu V86 peut ainsi modifier I'affinité du
FIXa pour son cofacteur. Deux ans plus tard, la méme équipe a généré le FIX-TripleL
(V86A/E277A/R338L) [200]. Cette étude a permis de comparer ce nouveau FIX avec le FIX wild-type,
le FIX R338L, le FIX-Triple. Comme attendu, I'augmentation de I'activité spécifique comparée a celle
du FIX wild-type était encore plus spectaculaire avec une augmentation d’un facteur 22. lLa
détermination des parametres pharmacocinétiques (Tableau 5 B) a montré que I'affinité pour le
FVllla était 15 fois améliorée in vitro. Le FIX-TripleL injecté chez la souris hémophile B permettait une
activité 2 a 3 fois supérieure au FIX R338L ou au FIX-Triple (Figure 21). De plus, les trois FIX mutants

présentaient la méme clairance que le FIX wild-type lors d’'une expérience de pharmacocinétique,
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montrant ainsi que les mutations n’influencaient pas la demi-vie du FIX. Enfin, les expériences de
thérapie génique de ces deux études ont présenté des résultats trés positifs. Apres injections de
particules AAV (Adeno Associated Virus) contenant les ADNc des nouvelles constructions, I'activité

spécifique du FIX-TripleL était en moyenne 15 fois supérieure a celle du FIX wild-type (Figure 22).

(A) Km (nM) Vmax (nM FXa/min)  Enzyme (nM) keat (s™) kcat/Km Kd,app
Sans FVllla

FIX-wt 514.94 +78.44 0.16 £0.01 10 2.60x10* 505 -
FIX-Triple 329.70 £ 94.55 0.16 £0.01 10 2.62x10* 794 -
Avec 0.4nM FVllla

FIX-wt 23.10+4.87 24.33 £1.53 0.033 12.40 5.37 x 10° 2.44
FIX-Triple 80.97 £ 8.00 88.31+3.89 0.144 10.25 1.27 x 10° 0.19
(B) Km (nM) Vmax (nM FXa/min)  Enzyme (nM) keat (s™) kcat/Km Kd,app
Sans FVllla

FIX-wt 399.69 £ 69.92 0.038 £ 0.006 10 6.29x 10” 157.58 -
FIX-R338L 282.83 £59.54 0.021 £ 0.004 10 3.58x10° 126.58 -
FIX-Triple 125.33+02.34 0.015 £ 0.001 10 2.56x10° 204.09 -
FIX-TripleL 229.12 £13.08 0.026 £ 0.003 10 429x%10° 186.89 -
Avec 0.4nM FVlila

FIX-wt 30.12 £9.98 034.10 £ 01.55 0.13 4.54 1.51x 10° 1.92
FIX-R338L 52.96 +3.89 106.26 £ 05.41 0.27 6.67 1.26 x 10° 0.37
FIX-Triple 35.95+6.05 070.09 £ 04.54 0.32 3.68 1.02 x 10° 0.18
FIX-TripleL 60.57 £6.77 126.32 £21.52 0.34 6.28 1.04 x 10° 0.13

Tableau 5. Parameétres cinétiques in vitro des différents FIX lors de I'étude du FIX-Triple (V86A/E277A/R338A) [199] (A) et
I'étude du FIX-TripleL (V86A/E277A/R338L) [200] (B). En absence de FVllla, le terme « Enzyme » désigne la concentration
en FIXa. En présence de FVllla, le terme « Enzyme » représente la concentration du complexe FIXa-FVilla dérivée des
conditions d’expérimentation et du Kd observé.

A) Clairance des FIX injectés B) Activité des FIX injectés
120 1 “A-FIX-WT 1.25 | -A&-FIX-WT
-#-F|X-R338L -#-FIX-R338L
100 1 ~@-FIX-Triple 14 --FIX-Triple
50 | ~-FIX-TripleL __ ~~FIX-TripleL
= § 0.75
w 60 =
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Figure 21. Efficacité comparée des FIX-R338L, FIX-Triple, FIX-TripleL et FIX wild-type aprés injection chez la souris
hémophile B [200]. Les souris FIX KO (Knockout) ont été injectées par IV avec les différents FIX a hauteur de 10ug/20g. A
chaque temps, des échantillons de sang ont été prélevés du sinus rétro-orbital et soumis a un test ELISA (A) et a un test
d’activité chronométrique (B). Les valeurs représentent la moyenne * I'écart-type (n=4-6 par groupe).
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Activité spécifique des différents FIX
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Figure 22. Suivi de I'activité spécifique des FIX R338L, FIX-Triple, FIX-TripleL et FIX wild-type lors d’'une expérience de
thérapie génique chez la souris hémophiles B [200]. Les souris FIX KO ont été injectées en IV par les constructions
ssAAV2/8-FIX en une dose unique de 4 x 10° v.p./souris. Des échantillons de sang ont été collectés une fois par semaine
pendant deux mois et soumis a un test ELISA et un test d’activité afin de déterminer I'activité spécifique des différents FIX
(n=3-4 par groupe).

Une stratégie complémentaire a celles décrites précédemment vise a augmenter |’activité catalytique
du FIX indépendamment de la présence de FVIlla. Comme cela a été décrit dans le paragraphe //1.3.4-
Activation du FX a la page 65 du manuscrit, la loop-99 (comprenant les résidus 259 a 266) du FIX
bloque l'accés du FX aux sites catalytiques en absence de FVIlla. Une premiere étude a émis
I’hypotheése que l'introduction de mutations au niveau des résidus Y259, K265 et Y345 permettait de
mimer le changement conformationnel du FIXa induit par sa liaison au FVllla et au FX [158], le résidu
Y345 étant normalement impliqué dans le maintien d’une conformation inactive de la loop-99. Le
triple mutant engendrait une activité augmentée 7000 fois mais également une diminution de la
spécificité pour le substrat. Une étude plus récente a repris ces données et a généré des FIX mutés
sur les mémes sites mais également sur les résidus 1383 et E388 [201]. La mutation de ces deux
résidus, situés a proximité du site actif du FIXa, a permis d’optimiser ce site responsable de la
catalyse du FX en plus d’améliorer son activité en absence de FVllla. On pourrait spéculer que cette
stratégie de mutants hyperactifs pourrait permettre de traiter des patients hémophiles A ayant
développé des inhibiteurs car elle permet de s’affranchir de la fonction ou de la présence du FVllla
lors de I'activation du FX. C'est également le cas d’'un nouveau concept mis au point par une équipe
japonaise qui a généré des anticorps humanisés bispécifiques, dirigés contre le FIXa et le FX. Les
anticorps, nommés hBS23 [202] et ACE910 [203,204], placent le FIXa et le FX dans une configuration
mimant la fonction du FVllla dans la cascade physiologique de fagon a poursuivre la coagulation en
absence de FVIlla. Le second anticorps, ’ACE910, a été produit et optimisé de facon a présenter de

meilleures affinités avec le FIXa et le FX. En effet, aprés étude des interactions par résonnance des
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plasmons de surface (SPR), ’ACE910 a présenté des baisses du kcat/Km d’un facteur 100 par rapport
a I’'hBS23 et une dissociation comparable au FVllla. Des injections hebdomadaires de cet anticorps
maintenu a un taux plasmatique de 30 pg/ml chez un modeéle de singe, chez qui une hémophilie A

acquise a été provoquée, a permis de prévenir efficacement les saignements intra-articulaires.

IV.2.2.2- Agents ciblant les inhibiteurs de la coagulation
Le développement d’agents ciblant les inhibiteurs de la coagulation est une nouvelle approche qui
vise essentiellement a empécher 'action de l'inhibiteur principal de la coagulation: le TFPI via
différentes stratégies. Cependant, des recherches portent également sur [Iinhibition de
I’antithrombine et de la protéine C activée. En inhibant le TFPI, I'antithrombine ou la protéine C
activée, I'objectif est de stimuler la génération de thrombine chez les patients hémophiles A et B

[205].

IV.2.2.2.1- Inhibition du TFPI

L'inhibition du TFPI est actuellement étudiée via trois types de molécules :

e Un anticorps monoclonal anti-TFPI a d’abord montré des résultats trés encourageants en
essais précliniques en permettant d’améliorer le profil hémorragique d’un modéle de lapin
hémophile [206]. La société NovoNordisk™ a ensuite mené trois essais de phase | sur des
patients hémophiles A et sur des sujets non hémophiles [207] avec |'utilisation d’un nouvel
anticorps.

e e fucoidane qui fait partie de la famille des NASP (Polysaccharides Sulfatés Non-
Anticoagulants) inhibe le TFPI et accélére le temps de coagulation des patients hémophiles A
et B. Des essais précliniques chez la souris et le chien hémophiles A [208] ont montré des
résultats trés encourageants qui ont permis de débuter des essais cliniques de phase | avec le
BAX513® par la société Baxter™ [207].

e Les aptameéres sont des chaines d’acides nucléiques synthétiques qui exercent leur inhibition
par liaison spécifique de la structure tridimensionnelle des protéines. Actuellement, plusieurs
aptameres qui inhibent spécifiquement le TFPI sont en cours d’essais cliniques, notamment

le BAX499® (Baxter™) dont un premier essai de phases | et Il a été achevé [207].

1V.2.2.2.2- Inhibition de la PCa et de I'AT par des ARN interférents

La société Alnylam Pharmaceuticals™ est spécialisée dans la recherche des ARN interférents (ARNi)
permettant d’inhiber spécifiquement certaines protéines. Dans le cas de I’hémophilie, deux
inhibitions par des ARNi sont actuellement étudiées : I'inhibition de la protéine C activée [209] et

celle de I'antithrombine [210]. Une étude sur I'inhibition de I'antithrombine par I’ARNi ALN-AT3 a fait
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I'objet d’une présentation lors du congrés mondial de la WFH en mai 2014. Cet ARNi a été utilisé a
différentes doses pour tester la génération de thrombine chez les souris hémophiles A et B puis chez
un modele de singe hémophile A (aprés administration d’inhibiteurs afin de mimer une hémophilie A
acquise). Une augmentation du taux de génération de thrombine mesurée sur les plasmas d’animaux
traités a été corrélée avec des doses croissantes d’ALN-AT3 injectés par voie sous-cutannée. De plus,
des temps de saignement ont été montrés comme significativement diminués, ce qui corroborait
avec des taux amoindris en antithrombine. Enfin, une seule injection par voie sous-cutanée a pu
rétablir la génération de thrombine et améliorer ’hémostase des animaux pendant 28 jours, sans
complication thrombotique rapportée. Cette stratégie prometteuse sera bientdt testée chez

I'Homme lors d’essais cliniques qui débuteront d’ici 2015.

IV.2.3- Thérapie génique
Les progres réalisés dans le domaine de la thérapie génique permettent maintenant d’obtenir une
expression ciblée de certaines protéines dans des organes, des cellules ou des compartiments
cellulaires précis. La thérapie génique consiste en I'introduction d’un transgene dans les cellules ou
les tissus d’un patient afin d’y faire synthétiser une protéine d’intérét. La thérapie génique permet
alors de remplacer un géne défectueux ou de surexprimer une protéine dont I'activité a un impact
thérapeutique. Cette stratégie peut étre pratiquée ex vivo en introduisant le géne fonctionnel dans
les cellules cibles prélevées puis réintroduites chez le patient, ou in vivo, un vecteur contenant le
transgéne est alors introduit dans I'organisme du patient ou il ciblera certaines cellules ou tissus dans
lesquels le transgene s’integrera au génome. L'efficacité de la thérapie génique dépend du type
cellulaire ciblé, de la longueur de la séquence du transgéne, du promoteur, des facteurs régulant le

transgene et enfin de la nature du vecteur.

Concernant I’'hémophilie B, les premieres études de thérapie génique se sont déroulées ex vivo [211]
dans les années 1980. Elles consistaient a transduire '’ADNc du FIX dans des fibroblastes via un
vecteur rétroviral, puis a réinjecter ces fibroblastes par voie sous-cutanée. Des taux de FIX humain

synthétisé par les fibroblastes étaient alors détectables chez les souris et rats injectés.

L'hémophilie B est une maladie qui, contrairement a d’autres, présente de nombreuses
caractéristiques favorables a la réalisation d’une thérapie génique in vivo. En effet, la séquence
nucléotidique du gene F9 est connue depuis 1982. Cette séquence est courte, en comparaison, par
exemple, de celle du géne du FVIII qui est cing a six fois plus longue, et elle est donc plus facile a
insérer dans un vecteur. De plus, seule une faible concentration en FIX est nécessaire pour le bon
fonctionnement de la physiologie de la coagulation et ainsi pour impacter le phénotype des patients

hémophiles B. La réponse au traitement de thérapie génique est ainsi facilement mesurée
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principalement par observation du phénotype mais aussi par contréle de la concentration en FIX.
Enfin, il existe actuellement de bons modeéles animaux d’hémophilie B tels que les souris ou les

chiens hémophiles B.

Les vecteurs de type AAV utilisés pour la thérapie génique dans le cadre du traitement de
I’hémophilie B se sont rapidement imposés comme ceux ayant le plus d’avantages. En effet, ’THomme
est un hote naturel du sérotype AAV2 et la plupart des humains est infecté durant I'enfance mais
aucun symptome n’est alors observé, ce qui fait de 'AAV un virus non pathogéne. Enfin, le ciblage

d’une expression dans le foie est apparu comme possible par I'utilisation de certains sérotypes.

Aprées des essais précliniques sur différentes especes animales dont le chien hémophile B [212], les
résultats des premiers essais cliniques chez 'Homme ont été publiés en 2006 [213]. Ces essais
consistaient a injecter le transgene F9 dans un vecteur de type AAV2 via 'artere hépatique. Les doses
testées les plus basses n’ont pas montrées de probléme de tolérance mais aucun FIX n’était détecté.
La dose la plus forte a permis d’observer dans un premier temps la sécrétion de FIX par les
hépatocytes a hauteur de 10 %. Cependant, une inflammation du foie accompagnée d’une perte
d’activité du FIX était ensuite constatée. Les peptides de la capside de '’AAV2, c’est-a-dire la structure
entourant son génome, sont reconnus par les lymphocytes B et T activant une réponse cytotoxique
qui détruit les hépatocytes transduits par un AAV2 et présentant des peptides de capside a leur

surface.

Suite a cette étude, le sérotype AAV8 s’est avéré plus prometteur car il présente une biodistribution
naturel dans le foie permettant ainsi une injection du vecteur via une veine périphérique moins
contraignante qu’une injection via I'artére hépatique. De plus, I'h6te naturel du sérotype AAVS8 est le
primate non humain, ce qui diminue le risque que les peptides de capsides soient reconnus par
réponse immune chez 'Homme [214]. Les premiers essais cliniques concluants de thérapie génique
chez 'Homme ont été rapportés en 2011 [215]. Le vecteur scAAV8FIX a été obtenu par modification
génétique du sérotype AAV8 et optimisation du transgeéne F9 puis injecté via une veine périphérique
chez six patients hémophiles B séveres. Quatre des patients ont pu stopper leur traitement
prophylactique durant les essais. Les deux plus faibles doses injectées n’ont pas montré de toxicité
contrairement a la dose la plus élevée qui était de 2 x 10" génomes/kg. L’inflammation du foie qui en
a résulté a été traitée par corticoides, ce qui a permis aux patients de conserver des taux de FIX
circulant compris entre 1.5 et 6 %. Il s’est avéré que la toxicité observée était en grande partie due a

la forte proportion de capsides vides lors de la fabrication des vecteurs, de I'ordre de 80 a 90 %.

La récurrence des problémes de toxicité lors des essais cliniques a soulevé deux axes d’amélioration :

la mise au point de méthodes permettant de réduire la présence de capsides vides dans les
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préparations et |'utilisation de séquences du gene F9 permettant une augmentation de l'activité
spécifique du FIX [214]. Des essais précliniques utilisant une construction optimisée grace a la
mutation R338L ont montré des résultats trés encourageants chez la souris et le chien
hémophiles B [200,216,217]. Les traitements testés ont permis une protection contre I'apparition
d’hémarthroses a des doses virales faibles, normalement inefficaces lorsque les vecteurs contiennent
une séquence du géne F9 non muté. Des essais cliniques de phases | et Il chez I'Homme utilisant
cette mutation R338L au sein d’un vecteur de type scAAV8 et des méthodes réduisant la proportion

de capsides vides sont actuellement en cours aux Etats-Unis (NCT01687608) [214].

L’'ensemble de ces études montre I'importance d’une séquence de I’ADNc du FIX ou d’un minigéne
permettant une activité et une expression optimisées du FIX. Concernant I'expression du rFIX, des
études se sont intéressées a la modification du gene F9 afin d’améliorer la sécrétion de la protéine
dans le milieu extracellulaire. Ainsi, il a d’abord été montré que la présence de I'intron 1 dans ’ADNc
de FIX entrainait une meilleure production de la protéine dans une lignée cellulaire hépatique et par
des souris [218]. Lors d’une étude qui a suivie, il a été décrit que la présence de lintron 1
(normalement tronqué) permettait une expression de FIX par les cellules HepG2 (lignée hépatique
humaine). Cette amélioration de I'expression est due a |’épissage des séquences fonctionnelles
présentes dans le précurseur ARNm et a une meilleure stabilité des ARN pouvant ensuite étre
traduits plus longtemps. De cette facon, les transcrits portant les séquences épissées seraient mieux
protégés dans le noyau [219]. Notre groupe a ensuite confirmé |'effet de I'intron 1 dans ’ADNc du FIX
pour une meilleure production de la protéine par les cellules CHO. Le premier exon du géne du FIX
possede 3 sites d’initiation de la traduction. L’équipe s’est également interrogée sur l'intérét de la
présence des 3 ATG. Par des expériences de mutations/délétions du site d’initiation de la traduction,

elle a démontré que les 3 ATG étaient nécessaires pour une meilleure production du FIX [220].

A I'heure ol les séquences du gene F9 utilisées dans la thérapie génique commencent a étre
optimisées, il serait intéressant de combiner plusieurs axes d’amélioration de cette séquence afin de

s’affranchir des inconvénients liés a la dose maximale de vecteurs injectés chez I'Homme.
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Chapitre V : Le facteur XIII de la coagulation (FXIII)

Le FXIIl est une protransglutaminase plasmatique qui participe aux derniéres étapes du processus de
coagulation : elle stabilise la fibrine permettant la constitution d’un caillot de fibrine insoluble et

efficace, capable d’arréter ’'hémorragie.

V.1- Les génes du facteur XIII (F13A1 et F13B)

Le FXIIl est un hétérotétramére composé de deux sous-unités catalytiques A (FXIII-A) et de deux
sous-unités B (FXIII-B). Les sous-unités A et B sont codées par deux genes différents situés sur deux

chromosomes distincts.

Le géne F13A1 responsable de la synthése du FXIII-A humain est localisé sur le bras court du
chromosome 6, dans la bande 6p24-25 [221]. Le géne F13A1 est constitué de 15 exons et 14 introns
répartis sur 160 000 paires de bases. La localisation et la structure du géne F13A1 sont représentées

dans la Figure 23.
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Figure 23. Localisation et structure du géne F13A1 codant pour la sous-unité A du FXIII.

Le gene F13B responsable de la synthése du FXIII-B humain est quant a lui localisé sur le bras long du
chromosome 1, dans la bande 1931-32.1 [222]. Le géne F13B est constitué de 12 exons et 11 introns
répartis sur 28 000 paires de bases et sa transcription est régulée par les facteurs HNF1 et HNF4. La

localisation et la structure du géne F13B sont représentées dans la Figure 24.
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Figure 24. Localisation et structure du géne F13B codant pour la sous-unité B du FXIII.

Du fait du controle de sa transcription par les facteurs HNF1 et HNF4, le FXIII-B est exprimé dans le
foie ou il est sécrété par les hépatocytes [223] alors que le FXIII-A serait majoritairement synthétisé
par des cellules d’origine hématopoiétique : macrophages / monocytes et mégacaryocytes /
plaquettes. Le FXIII-A est présent a de fortes concentrations dans les plaquettes. En effet, une étude
a montré que sa concentration intra-plaquettaire était 100 a 150 fois plus élevée que sa

concentration plasmatique [224]. Cependant, le réle du FXIll intracellulaire est encore mal connu.
V.2- Le facteur XIII : structure et fonction

V.2.1- Structures du FXIII-A et du FXIII-B
Le FXIlII-A est une protransglutaminase de 731 résidus présentant un poids moléculaire de
83 kDa [225]. Il comporte quatre domaines structuraux: une région sandwich en feuillets B
(résidus 38 a 184), un cceur catalytique (185 a 515), et deux barrettes en feuillets B (516 a 731) ; ainsi

qu’un peptide d’activation en position N-terminale.

Le FXIII-B est une glycoprotéine de 641 résidus présentant un poids moléculaire de 80 kDa [226]. Il
est composé de dix domaines sushis qui présentent de forts degrés d’homologie. Chacun de ces
domaines est codé par un exon différent en une séquence d’environ 60 résidus. lls sont maintenus
ensemble par des paires de ponts disulfures internes a chaque domaine [227]. La structure primaire
du FXIII-B est représentée dans la Figure 25. Il est a noter qu’aucune structure tridimensionnelle n’a

encore été proposée pour le FXIII-B (Référence Uniprot du FXIII-B : P05160).
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N-terminal

C-terminal

Figure 25. Schéma de la structure primaire du FXIII-B consistant en la répétition de 10 domaines sushi chacun maintenu
ensemble par une paire de ponts disulfures, d’aprés Muszbek et al., 2011 [227]. La séquence d’adressage est représentée
en rouge alors que la séquence de la protéine mature est représentée en bleu. Les domaines cerclés de violet sont
impliqués dans la liaison au FXIII-A tandis que les domaines cerclés de vert seraient impliqués dans la dimérisation des
formes libres.

V.2.2- Le FXIII plasmatique
Apres leur synthése et leur sécrétion dans le plasma les sous-unités FXIII-A et FXIII-B se lient entre
elles afin de former un hétérotétramere FXIII-A,/FXIII-B, L’interaction FXIII-A/FXIII-B reste peu
explorée mais une étude récente a identifié les deux premiers domaines sushi du FXIII-B comme
possédant les sites de liaison au FXIII-A [228]. Dans le plasma, la quasi-totalité du FXIII-A se trouve
sous forme complexée alors que 50% des molécules de FXIII-B sont présentes sous forme libre, non
complexée [229]. De plus, il semblerait que le FXIII-B libre circulerait dans le plasma sous forme de
dimere FXIII-B, [230]. L'intervention du FXIlI lors de la fibrinoformation est facilitée par le fait que la
grande majorité du FXIll est liée au fibrinogene dans le plasma. Cette liaison est calcium-dépendante

et se fait via la sous-unité FXIII-B du FXIII [227].

V.2.3- Activation du FXIII plasmatique
Le FXIII est I'un des principaux contributeurs a la formation du caillot de fibrine dans les derniéres
étapes de la coagulation. Ainsi, la génération de thrombine va permettre le clivage du peptide
d’activation du FXIII-A par hydrolyse du pont peptidique entre les résidus Arg37 et Gly38 par la
thrombine. Ce clivage, qui affaiblit I'interaction entre les sous-unités FXIII-A et FXIII-B, est suivi par la

liaison d’ions Ca®* sur des sites hautement affins, ce qui suffit a dissocier le complexe et a libérer le
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dimere FXIII-A,. Ce dimere, sous 'effet d’'un changement calcium-dépendant, acquiert ensuite une
conformation active [227,231]. La présence de fibrine nouvellement polymérisée améliore
considérablement I'activation du FXIII. En effet, la liaison a la fibrine du FXIII et de la thrombine fait

gue ces derniers se retrouvent dans des orientations favorables a la protéolyse.

V.2.4- Fonctions dans la coagulation
Dans le processus de la coagulation les deux substrats principaux du FXllla sont la fibrine et
I'inhibiteur a2AP. Son action sur la fibrine consiste a polymériser d’une part les chaines y en dimeres
et d’autres part les chaines a. Méme si la dimérisation des chaines y est la réaction la plus rapide,
c’est la formation de polymeéres de chaines a de haut poids moléculaire qui est majoritairement
responsable de la stabilité finale du caillot de fibrine. Au fur et a mesure de la polymérisation, le
FXllla incorpore des molécules de a2AP au réseau de fibrine par la formation de liaisons covalentes
ce qui permet la protection du caillot de la fibrinolyse par la plasmine [227]. Ce rOle est essentiel

pour le maintien de I’hémostase.

En plus de son réle majeur dans la coagulation, le FXIII présente également des fonctions essentielles

comme le maintien de la grossesse, la réparation des tissus et la cicatrisation des plaies.

V.2.5- La sous-unité FXIII-B
La sous-unité B n’a pas d’activité enzymatique connue et agit en tant que protéine de transport en
stabilisant et en inhibant le FXIII-A non activé. Les formes de FXIII-B non complexées a la sous-unité
représentent une proportion de 50 %, elles circulent alors sous forme de diméres. Le modéle

proposé pour 'homodimere FXIII-B, est rapporté dans la Figure 26.

De plus, il a été montré qu’une déficience primaire en sous-unité B aboutissait a une baisse rapide de
la demi-vie du FXIII-A dans le plasma [232], ce qui prouve que le FXIII-B est responsable de la demi-
vie du FXIIl de 3 a 7 jours. De plus, le FXIII-B complexé dans le plasma est lié au fibrinogene qui quant
a lui présente une demi-vie de 4 a 6 jours. Ces valeurs sont a mettre en regard avec la demi-vie du FIX

qui est comprise entre 18 et 24 heures et qui fera I'objet du dernier chapitre de cette étude.

Figure 26. Modele proposé pour I’homodimére FXIII-B, D’apres Souri et al., 2008 [230]. L'auteur propose une
configuration symétrique due a l'interaction entre les domaines sushi 4 et 6 (représenté en jaune), ce qui expliquerait un
aspect filamenteux du FXIII-B observé en microscopie électronique [233].
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Partie II : OBJECTIFS DE L’ETUDE

Dans le contexte d’amélioration du traitement de I’'hémophilie B, nous proposons la mise au point
d’une nouvelle molécule de rFIX humain améliorée. L'activité coagulante ainsi que la demi-vie sont

les deux axes d’amélioration envisagés lors de cette étude.

Une étude préliminaire a d’abord été nécessaire afin de valider le systeme cellulaire utilisé pour la
production du rFIX. La lignée cellulaire d’hépatocarcinome humain Huh-7 a ainsi été sélectionnée
dans le but d’améliorer les modifications post-traductionnelles du rFIX de facon a les rendre les plus

proches possibles de celles du pdFIX.

Le premier axe de recherche de ce travail a consisté a produire et caractériser un rFIX a activité
augmentée. Pour cela, nous avons choisi de générer des mutations sur un seul résidu, le glutamate
E410, connu comme étant impliqué dans la formation du complexe tenase intrinséque et plus
particulierement dans la liaison au FVllla [136]. Aprés production par la lignée cellulaire Huh-7 et
purification des molécules recombinantes mutées au niveau du résidu E410 (FIX-E410), leur efficacité
a d’abord été évaluée par plusieurs techniques in vitro complémentaires. Une étude chez la souris
hémophile B a ensuite permis de confirmer in vivo cette amélioration d’efficacité. Enfin, une
caractérisation complete du nouveau FIX a été effectuée afin de comprendre I'importance du résidu
E410 sur I'activité coagulante de la molécule. L'objectif de cette premiere partie était de disposer
d’un rFIX a activité améliorée pouvant a terme étre utilisé en prophylaxie ou lors d’essais de thérapie

génique.

Le deuxiéeme axe de recherche de ce travail avait pour but de mettre au point un rFIX a demi-vie
allongée. La conception d’une nouvelle protéine de fusion entre le FIX et le FXIII-B a été la stratégie
utilisée. En effet, le FXIII-B possede une demi-vie de 4 a 6 jours, ce qui en fait le facteur de
coagulation le plus stable chez 'Homme. Suite aux travaux sur les FIX fusionnés a I'albumine
[183,184] ou au fragment Fc de I'lgG [174,176], il nous a paru intéressant de coupler le FIX a un autre
facteur de la coagulation connu pour ses propriétés de transport. La demi-vie étant le critere a
évaluer en priorité lors de cette étude, I'objectif était de produire suffisamment de FIX-FXIIIB afin de
réaliser une expérimentation in vivo. Etant donné la taille importante de cette protéine de fusion, le
but principal de cette seconde partie n’était pas de fournir un rFIX candidat pour des essais de
thérapie génique mais bien d’obtenir un nouveau rFIX humain ayant une meilleure stabilité et

pouvant étre utilisé en prophylaxie.
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Partie III : MATERIEL ET METHODES

Chapitre I : Biologie moléculaire

L.1- Obtention des pcDNA-FIX-E410

Les différents plasmides portant la mutation au niveau de I'acide aminé E410, pcDNA-FIX-E410, ont
été obtenus a partir du plasmide pcDNA3.1-FIX-WT-I1 contenant ’ADNc du FIX, possédant l'intron |
(11) tronqué du géne F9 généré au laboratoire [220]. Ce plasmide, représenté dans la Figure 27 A,
possédait les genes de résistance a I'ampicilline et a la généticine ainsi qu’un promoteur fort CMV en
amont de I’ADNc du FIX WT I1. Le pcDNA3.1-FIX-E410 est représenté dans la Figure 27 B. Pour une
meilleure compréhension et une simplification du texte pour la suite, les plasmides seront nommés
PcDNA-FIX-WT et pcDNA-FIX-E410 et les protéines résultant de leur expression, respectivement
FIX-WT et FIX-E410.

A) Fixwr 1 B) FiXEqaz9
BGH pA /, V pA
f1 ori / ‘fl ori
pCDNA3.1-FIX-WT-I11 pCDNA3.1-FIX-E410
Ampicilline® (6,8 kb) Ampicilline® (6,8 kb) b
SV40 ori SVA0 ori

\ I
N

pUC ori Néomycine/ pUC ori ‘\-/ Néomycine/

. 2. bas o R
SV40 pA Kanamycine/GénéticineR SV40 pA Kanamycine/Généticine

Figure 27. Constructions plasmidiques utilisées. Les plasmides contenant I’ADNc muté en E410 du FIX ont été obtenus a
partir du pcDNA3.1-FIX-WT-I1. P CMV : promoteur fort du cytomégalovirus, BGH pA : Séquence signal de polyadénylation
de I’lhormone de croissance bovine, f1 ori: origine de réplication spécifique au phage M13 monobrin, SV40 ori et SV40 pA :
origine de réplication et séquence signal de polyadénylation du virus simien 40, pUC ori : origine de réplication procaryote.

L.1.1- Expériences de mutagénése dirigée
Les oligonucléotides ayant servis d’amorces pour la mutagénése dirigée ont été synthétisés par la

société Eurogentec (Angers, France) et sont représentés dans le Tableau 6.
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Facteur IX Amorce Séquence nucléotidique

FIX-WT Sens 5’ GTC AAC TGG ATT AAG GAA AAA ACA AAG CTC ACT 3
Antisens 5’ AGT GAG CTT TGT TTT TTC CTT AAT CCA GTT GAC 3

FIX-E410H E410H For 5’ GTC AAC TGG ATT AAG CAT AAA ACA AAG CTC ACT 3
E410H Rev 5’ AGT GAG CTT TGT TTT ATG CTT AAT CCA GTT GAC 3

FIX-E410L E410L For 5’ GTC AAC TGG ATT AAG TTA AAA ACA AAG CTC ACT 3
E410L Rev 5’ AGT GAG CTT TGT TTT TAA CTT AAT CCA GTT GAC 3

FIX-E410A E410A For 5’ GTC AAC TGG ATT AAG GCT AAA ACA AAG CTC ACT 3
E410A Rev 5’ AGT GAG CTT TGT TTT AGC CTT AAT CCA GTT GAC 3

FIX-E410N E410N For 5’ GTC AAC TGG ATT AAG AAT AAA ACA AAG CTC ACT 3
E410N Rev 5’ AGT GAG CTT TGT TTT ATT CTT AAT CCA GTT GAC 3

Tableau 6. Amorces utilisées lors de I'expérience de mutagenése. Les séquences mutées sont représentées en rouge. For :
Forward : amorce sens. Rev : Reverse, amorce anti-sens.

Les expériences de mutagénése dirigée ont été menées a l'aide du kit QuickChange Site-Directed
Mutagenesis™ (Stratagene-Agilent, Massy, France). Selon les instructions du kit, le mélange de
réaction suivant a été réalisé (volume final = 50 pl) :

- 5pl du tampon de réaction [10X] fourni dans le kit,

- 50 ng d’ADN plasmidique,

- 125 ng de chaque amorce,

- 1 pl du mix de dNTP (désoxyribonucléotides),

- 1 ulde PfuTurbo DNA polymerase (2.5 U/ul).
Ce mélange a ensuite été soumis a une étape de réaction en chaine par polymérase (PCR:
Polymerase Chain Reaction) selon les paramétres décrits dans le Tableau 7. Le produit de PCR a été
digéré une heure a 37°C par I’'enzyme Dpnl afin d’éliminer ’ADN plasmidique matriciel, puis utilisé
afin de transformer les bactéries Escherichia coli (E.coli) XL1 Blue Competent Cells selon les
instructions du kit. Les bactéries ont été ensemencées dans des boites de Pétri sur une gélose

composée de LB Agar et d’ampicilline a 50 pug/ml et incubées a 37°C sur la nuit.

Nombre de cycle Température Durée

1 cycle 95°C 30 secondes
95°C 30 secondes

18 cycles 55°C 1 minute
68°C 5 minutes

Tableau 7. Parameétres expérimentaux de I’étape de PCR lors de I’expérience de mutagéneése dirigée.
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L.1.2- Contréle des minipréparations des plasmides mutés
Aprés incubation des boites de Pétri, les clones bactériens contenant I’ADN plasmidique ont été mis
en culture dans 2 ml de milieu LB sélectif contenant 50 pug/ml d’ampicilline, sous une agitation de
200 rpm, sur la nuit a 37°C. Les bactéries ont répliqué le plasmide d’intérét au cours de leurs divisions
successives. Les précultures bactériennes obtenues ont été utilisées afin de réaliser des
minipréparations de cet ADN a I'aide du kit High Purity Plasmid Miniprep (Neo Biotech, CliniSciences,
Montrouge, France). Cette technique permet d’extraire de petites quantités d’ADN plasmidique afin
de le tester par digestion enzymatique puis par séquengage. Apres que les digestions enzymatiques
controles des pcDNA-FIX-E410 aient confirmé la taille des plasmides d’intérét, les séquencages de la
partie codante pour les FIX-E410 ont été réalisés par la société GATC Biotech AG (Constance,
Allemagne) afin de s’assurer de la présence de la mutation E410 souhaitée et de I'absence de

mutations indésirables dans le reste de la séquence.

L.1.3- Clonage de I'ADNCc des FIX-E410
Aprés validation de I’ADNc des FIX-E410 par séquencgage et dans le but de disposer de plasmides dont
la totalité de la séquence et connue et vérifiée, les quatre séquences contenant ’ADNc des FIX-E410
ont été réintroduites dans le plasmide pcDNA-FIX-WT d’origine par des expériences de digestions
enzymatiques et ligations. En effet, seuls 400 acides aminés autour de la mutation ont été séquencés
et au cours des expériences de mutagénése dirigée, il était possible que le plasmide d’accueil des

séquences soit lui aussi muté. Les différentes étapes de ce clonage sont décrites dans la Figure 28.

PpuMI

PpuMi

ADNCc FIX- ADNC FIX-
WT-11 E410
pcDNA Xhol
cDNA ayant Xhol
FIX-WT-11 P v °

subi la
mutagénese
dirigée

original

Migration sur gel

\ Digestion PpuMI/Xhol / > Séquence vérifiée
Extraction de 'ADN

> Mutation E410 souhaitée
PpuMI

PpuMl

ADNCc FIX-
Xhol E410
Insert Xhol
Vecteur
Ligation

pcDNA FIX-E410
de séquence
entiérement
connue

Figure 28. Etapes du clonage de I’ADNc des FIX-E410.
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[.1.3.1- Digestion enzymatique
Les minipréparations de plasmides réalisées aprés les expériences de mutagénése dirigée ont été
digérées par les enzymes de restriction PpuMI et Xhol (New England Biolabs® Inc., Ipswich, MA,

Etats-Unis) une heure a 37°C.

[.1.3.2- Migration sur gel d’agarose et extraction de 'ADNc des FIX-E410
Les produits de digestion enzymatique ont migré sur gel d’agarose 1% et la bande correspondant a
I’ADNc des FIX-E410 a été découpée du gel afin d’y extraire I’ADN a l'aide du kit QIAEX Il Gel

Extraction (QIAGEN, Courtabceuf, France).

[.1.3.3- Ligation de I'insert dans le pcDNA d’origine
L'insert correspondant a I’ADNc des FIX-E410 a été ligué au sein du pcDNA-FIX-WT d’origine
préalablement digéré par les enzymes de restriction PpuMI et Xhol, a I'aide du kit Rapid DNA Ligation

(Roche, Neuilly-sur-Seine, France) qui utilise la T4 DNA ligase.

[.1.3.4- Transformation bactérienne
Le produit de ligation a directement été introduit au sein des bactéries compétentes E.coli (One
Shot® TOP10 Chemically Competent E.coli, Life Technologies, Saint-Aubin, France) par transformation
bactérienne. Le plasmide nouvellement formé a été ajouté aux bactéries compétentes puis incubé
30 minutes dans la glace. Un choc thermique a été réalisé par une incubation 45 secondes a 42°C
puis 2 minutes dans la glace afin de faire pénétrer ’ADN plasmidique au sein des bactéries. Celles-ci
ont été incubées une heure a 37°C apres ajout de 250 ul de milieu LB nutritif puis ensemencées dans

des boites de Pétri sur une gélose composée de LB Agar et d’ampicilline a 50 pg/ml.

I.1.4- Amplification des pcDNA-FIX-E410 (maxipréparations)
Les bactéries E.coli transformées par les plasmides pcDNA-FIX-E410 ont ensuite été mises en culture
dans du milieu LB sélectif contenant 50 pg/ml d’ampicilline et permettant ainsi la sélection des
bactéries possédant le plasmide. Les bactéries ont été mises en culture dans un volume de 250 ml de
milieu sous une agitation de 200 rpm, sur la nuit a 37°C. L'ADN plasmidique amplifié a été extrait par
lyse alcaline du culot bactérien a I'aide du kit HiSpeed Maxiprep (QIAGEN). Il a ensuite été purifié par
chromatographie d’adsorption sur la membrane de silice du kit et élué par un tampon salin. Enfin,
I’ADN a été dessalé et concentré avec une précipitation par I'isopropanol. Cette technique a permis
d’obtenir sélectivement des quantités de pcDNA-FIX-E410 suffisantes pour les transfections en

cellules eucaryotes, tout en éliminant I'ADN du chromosome bactérien.
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1.2- Obtention des pcDNA-FIX-FXIIIB

Initialement, seule la génération de deux plasmides pcDNA3.1 différents contenant les ADNc du FIX
et du FXIII-B était prévue. Le premier plasmide devait contenir les deux ADNc reliés entre eux par une
séquence codant pour un site clivable par la thrombine (Flla) suivi du linker AGC(AGCGGAGGA)AGC,
le second devait présenter une séquence codant pour un site clivable par le FXa suivi du méme linker.
Tres tot dans I'expérimentation, il s’est avéré que le premier plasmide ne permettait pas la sécrétion
des protéines dans le milieu extracellulaire. La présence de deux peptides signaux au sein de la
protéine de fusion empéchant la sécrétion correcte de la protéine en était certainement la cause. Il a
alors été nécessaire de construire deux autres plasmides ne possédant pas la séquence codante pour

le peptide signal du FXIII-B. Trois plasmides ont ainsi été construits :

- pcDNA3.1 FIX + Site clivable par Flla/Linker + FXIII-B (pcDNA FIX-Flla-FXIIIB)
- pcDNA3.1 FIX + Site clivable par Flla/Linker + FXIII-B sans peptide signal (pcDNA FIX-Flla-FXIIIB@PS)
- pcDNA3.1 FIX + Site clivable par FXa/Linker + FXIII-B sans peptide signal (pcDNA FIX-FXa-FXIIIB@PS)

L.2.1- Synthése commerciale de 'ADNc de FIX-Flla-FXIIIB
Le plasmide pcDNA FIX-Flla-FXIIIB a été synthétisé via le service GeneArt® (Life Technologies). La

carte de ce plasmide tel qu’il a été demandé est présentée dans la Figure 29.

228 Miul
AmpR_8818..8159 863882 17

FIX-WT-I1

lac TOTE... 7047

M1i3-rev 7014 6304

pcDMAZ.1{+) FIX Flla FXIIB - 9152 nt

[KanineoR 5863...6654|

5V40 ORI 5644, 5T

FXIII-B

[bGH P& 4745...4576)
Xhol 4708

Figure 29. Carte plasmidique du pcDNA FIX-Flla-FXIIIB synthétisé par la société Life Technologies. Les sites de restriction
d’intérét ainsi que les caractéristiques du plasmide ont été placés sur la carte a I'aide du logiciel Serial Cloner (Serial Basics).
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Apres réception du plasmide, celui-ci a été utilisé afin de transformer des bactéries et de réaliser des
minipréparations puis des maxipréparations comme décrit précédemment. Ces étapes ont permis de
réaliser des digestions enzymatiques du plasmide afin de vérifier la conformité du plasmide et

d’obtenir des quantités suffisantes pour le transfecter a des cellules eucaryotes.

L.2.2- Obtention du pcDNA FIX-Flla-FXIIIBOPS
Des expériences préalables avaient permis d’obtenir un plasmide contenant I’ADNc du FXIII-B grace a
des expériences de PCR a partir des ARN totaux d’une biopsie de foie humain prélevée chez un
patient sain. Une derniére expérience de PCR a ensuite permis d’obtenir un fragment possédant la
premiere partie (d’environ 1000 bp) de la séquence du FXIII-B débarrassée de la séquence codant
pour le peptide signal (FXIIIB@PS). Les amorces utilisées ont été synthétisées par la société
Eurogentec et leur séquence est détaillée dans la Figure 30. Les expériences ultérieures de PCR
avaient permis d’introduire le site unique de restriction BstEll dans la séquence nucléotidique du
FXIII-B sans pour autant changer la séquence d’acides aminés apres traduction.
Codon initiateur de la traduction
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Figure 30. Séquence des 1100 premiéres paires de bases du FXIII-B. La séquence codant pour le peptide signal est
surlignée en orange. Les amorces utilisées pour obtenir un fragment avec un peptide signal tronqué sont surlignées en
jaune. Les sites de restriction d’intérét sont représentés en vert.
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Le fragment amplifié par PCR a migré sur gel d’agarose puis a été extrait du gel avant d’étre ligué au
sein d’'un plasmide comme décrit précédemment. La séquence du fragment a été vérifiée par
séquencage. Ce plasmide ainsi que le pcDNA3.1 FIX-Flla-FXIIIB ont été digérés par le couple
d’enzymes Notl/Pmll et I'insert ne possédant pas le peptide signal a été ligué dans le vecteur. Cette

étape de clonage a permis d’obtenir le plasmide pcDNA FIX-Flla-FXIlIB@PS.

L.2.3- Obtention du plasmide pcDNA FIX-FXa-FXIIIBOPS

[.2.3.1- Synthese du linker clivable par le FXa

La séquence contenant le site clivable par le FXa et le linker contenant la séquence répétée
AGCGGAGGA, a été produite par une réaction d’hybridation. Les oligonucléotides nécessaires a
I’hybridation ont été synthétisés par la société Eurogentec et leur séquence est détaillée dans le
Tableau 8. Cette séquence a été liguée au sein d’un plasmide pCR2.1 TOPO apres plusieurs étapes de

sous-clonages.

Oligonucléotide 5’ CTCACTACGCGTATCGAGGGACGCATCGTCAGCAGCGGAGGAAGCGGAGGAAGCGGAGG
sens AAGCGGAGGAAGCGGAGGAAGCGGAGGAAGCGGAAGCGCGGCCGCCATGAGGTTG 3
Oligonucléotide 5’ CAACCTCATGGCGCGCCGCGCTTCCGCTTCCTCCGCTTCCTCCGCTTCCTCCGCTTCCTC

anti-sens CGCTTCCTCCGCTTCCTCCGCTGCTGACGATGCGTCCCTCGATACGCGTAGTGAG 3/

Tableau 8. Séquence des oligonucléotides utilisés lors de la synthése du linker clivable par le FXa. Les séquences en rouge
et bleu représentent respectivement les sites de restriction Mlul et Notl. Les nucléotides surlignés ont été ajoutés afin de
respecter le cadre de lecture pour la synthese du FXIII-B suivant le linker.

1.2.3.2- Etapes de sous-clonages

Le plasmide pcDNA FIX-Flla-FXIIIB@PS possédant deux sites de restriction Mlul, il n’a pas été possible
de remplacer directement la séquence du linker par celle du linker clivable par le FXa grace aux sites
Mlul et Notl. Plusieurs étapes de sous clonage ont alors été nécessaires afin d’obtenir le pcDNA FIX-

FXa-FXIIIB@PS, ces étapes sont détaillées dans la Figure 31.
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Figure 31. Plan de clonage pour I'obtention du pcDNA FIX-FXa-FXIIIB@PS. Les sites de restriction uniques d’intérét sont
représentés en rouge.

Chapitre II : Culture cellulaire

IL.1- Lignée cellulaire Huh-7 et entretien de la lignée
La lignée de cellules d’hépatocarcinome humain Huh-7 (JCRB0403) a été utilisée lors des

transfections des différents plasmides d’expression. La lignée nous a été fournie par le Docteur Petit

de I'’équipe INSERM U871.

La lignée cellulaire a été maintenue a 37°C, sous 5 % de CO, en atmosphére saturée en eau, dans du
milieu de culture HyClone® DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Thermo Scientific™,
Courtabeeuf, France). Le milieu a été supplémenté par :

- 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF) (Perbioscience, Brebiéres, France),

- 1% de Pénicilline/Streptomycine (Pen Strep, Gibco®, Life Technologies)
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- 2mM de L-Glutamine (Gibco®, Life Technologies)

- et5 pug/mlde vitamine K1 (Roche) nécessaire a la synthése du FIX.

Les cellules ont été entretenues ou amplifiées deux fois par semaine a raison d’un rapport 1/3. Lors
des passages, les cellules ont été décollées par ajout de trypsine (Gibco®, Life Technologies).

L’entretien des cellules a été effectué en conditions stériles sous une hotte a flux laminaire.

I1.2- Transfections transitoires
Vingt-quatre heures avant la transfection, les cellules Huh-7 ont été ensemencées dans des plaques

6 puits, a raison de 5 x 10° cellules par puits, dans 2 ml de milieu complet avec SVF.

Lorsque les cellules étaient a 70-80 % de confluence, la transfection des plasmides a été réalisée en
utilisant le réactif FUGENE-6® (Roche). Les 2 ml de milieu ajoutés la veille ont été remplacés par 1 ml
de milieu frais. Parallélement, 4 ul de FUGENE-6® ont été mélangés délicatement a 50 ul de milieu
HyClone® DMEM dépourvu de SVF et d’antibiotique. Le mélange a été incubé 5 minutes a
température ambiante puis ajouté goutte a goutte dans un tube contenant 1 ug d’ADN plasmidique.
Le mélange a été incubé 25 minutes a température ambiante puis réparti sur I'ensemble du tapis

cellulaire ensemencé la veille.

Apres 48 heures d’incubation, le milieu de culture a été récolté et centrifugé a 13 000 rpm pendant
15 minutes a +4°C. Le surnageant a été congelé a -20°C pour le dosage du FIX par test ELISA et la
mesure de l'activité ultérieurs. La tapis cellulaire a été lavé et remis en incubation sur la nuit sous
350 pl de milieu HyClone® DMEM complet dépourvu de SVF. Le surnageant cellulaire sans SVF a
ensuite été récolté et centrifugé a 13 000 rpm pendant 15 minutes a +4°C puis congelé a -20°C pour

la visualisation ultérieure du FIX.

Pour chaque transfection transitoire, I’ADN plasmidique contenant la séquence du FIX-WT a été
transfecté en tant que témoin positif. Par ailleurs, des puits de cellules non transfectées

constituaient, lors de chaque expérience, un témoin négatif de la transfection transitoire.

I1.3- Sélection de clones cellulaires stables

Une transfection en boite de Pétri a été effectuée a raison de 1 x 10° cellules par boite, dans 8 ml de
milieu complet avec SVF. Pour une boite de Pétri, des volumes de 8 pl de FUGENE-6® et de 100 pl de
milieu HyClone® DMEM sans SVF ont été ajoutés, goutte a goutte, a 2 ug d’ADN plasmidique. Ce

mélange a ensuite été réparti a raison d’un volume de 100 pl par boite.

Apreés 24 heures d’incubation a 37°C sous 5% de CO,, le milieu de culture a été remplacé par 8 ml de

milieu frais HyClone® DMEM complet avec SVF supplémenté par 0.3 mg/ml de généticine (G418,
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Invitrogen™, Life Technologies, Saint-Aubin, France). Ce milieu a ensuite été changé deux fois par
semaine en augmentant progressivement la concentration en généticine jusqu’a 0.4 mg/ml. Les
clones résistants a la généticine et possédant ainsi le plasmide d’expression sont apparus entre deux
semaines et un mois apres la transfection. Chacun des clones a alors été repiqué dans un puits d’une

plaque 96 puits.

Aprés dosage par test ELISA, détermination de I'activité et visualisation du FIX, les trois meilleurs
clones ont été amplifiés en plaques 24, 12 et 6 puits puis en flasques T25, T75 et T150 pour obtenir
des ampoules contenant 1 x 10° cellules dans un mélange 90 % de milieu complet et 10 % de DMSO
(Diméthylsulfoxyde, Sigma-Aldrich®, Saint-Quentin Fallavier, France). Ces ampoules ont été

conservées a -80°C puis placées dans |'azote liquide.

II.4- Production en roller-bottles

Les cellules du meilleur clone ont été amplifiées et ensemencées a raison de 30 x 10° cellules par
roller-bottle (Cellmaster rollerbottles, Greiner BioOne, Brumath, France) sous 35 ml de milieu
complet avec SVF. Les roller-bottles, d’une surface de 1 700 cm?, ont été utilisés avec un systeme de
rotation IBS CellRoll (Integra Biosciences, Cergy-Pontoide, France) et maintenus a 37°C, sous 5 % de
CO,. Soixante-douze heures aprés ensemencement, les cellules ont été lavées a I'aide de PBS et
mises en présence de 25 ml de milieu sans sérum, puis incubées sur la nuit. Le milieu a été ensuite
prélevé et débarrassé des cellules en suspension et autres débris cellulaires par centrifugation a
3000 rpm pendant 20 minutes a +4°C. Les cellules ont été mises en présence de 25 ml de milieu
complet avec SVF sur la journée. Ce protocole de production a été renouvelé trois fois. Les cellules
ayant servi a la production n’ont pas été conservées. Les surnageants de culture sans SVF contenant

les FIX ont été conservés par congélation a -30°C.

Un aliquot de chaque surnageant de culture sans sérum a été soumis a un dosage de FIX par test
ELISA, a une mesure de l'activité par méthode chronométrique et le FIX a été visualisé par western

blot a chaque étape de la production.

Des cellules Huh-7 non transfectées ont été amplifiées et ensemencées de la méme facon afin
d’obtenir du milieu dit MOCK dépourvus de FIX. Ce milieu a ensuite été supplémenté de Benefix® a
une concentration équivalente a celles observées lors de la production des différents FIX. En suivant
les mémes étapes de purification que les FIX étudiés, le Benefix® a ainsi été utilisé comme référence

lors des tests in vivo, tout comme le FIX-WT.
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Chapitre III : Etapes de purifications

Les surnageants de culture sans SVF ont été poolés et le FIX a été purifié par deux chromatographies
successives a 'aide de colonnes branchées sur un systeme de chromatographie liquide a basse
pression (BioLogic™ LP, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) couplé a un collecteur de fraction

(Model 2110 Fraction Collector, Bio-Rad).

II1.1- Chromatographie sur colonne échangeuse d’ions

Une colonne échangeuse d’ions (5 ml HiTrap™Q-FF unit, GE Healthcare, Orsay, France) a été utilisée
lors de la premiere étape de purification. La colonne a été préalablement équilibrée a I'aide de
tampon Tris 50 mM — NaCl 0.15M — pH7.4, puis chargée par un volume de 500 a 1000 ml de
surnageant de production préalablement filtré sur une unité de filtration de 0,2 um. La colonne a été
ensuite lavée par du tampon Tris 50 mM — NaCl 0.15M — pH7.4. L’élution du FIX a été réalisée par un
gradient de sel a I'aide de tampon Tris 50 mM — NaCl 1M — pH7.4. L’éluat a été récolté sous forme de
fractions de 1 ml dosées par test ELISA anti-FIX et conservées ensuite a -20°C. La colonne a été lavée
par du tampon Tris 50 mM — NaCl 1M — pH7.4 puis conservée a +4°C dans du tampon Acétate de
Sodium 200 mM — 20 % éthanol.

Les fractions les plus concentrées en FIX ont ensuite été poolées, dialysées contre du tampon PBS a
I'aide d’'une membrane de dialyse ayant un cut-off de 10 kDa (SnakeSkin® Dialysis Tubong, Thermo
Scientific™) puis concentrées sur une unité de concentration de 15 ml de cut-off 10 kDa

(Amicon®Ultra-15, Millipore S.A.S, Guyancourt, France).

II1.2- Chromatographie sur colonne héparine

Une colonne héparine (1 ml HiTrap™ Heparin HP, GE Healthcare) a été utilisée dans un second
temps. Le pool des fractions dialysé et concentré a 10 ml a été chargé sur la colonne préalablement
équilibrée par du tampon phosphate (KH,PO, — K,;HPO,) 50 mM — pH7.2. Le FIX a été élué par un
gradient de NaCl a l'aide du tampon phosphate 50 mM — NaCl 1M — pH7.2. Les fractions de 300 pl
ont été dessalées par dialyse contre du tampon phosphate 50 mM — pH7.2 puis plus ou moins
concentrées en fonction des besoins des expériences ultérieures sur des unités de concentration de
15 ml, 4 ml (Amicon®Ultra-4, Millipore S.A.S) ou 500 ul (Amicon®Ultra-0.5mL, Millipore S.A.S) ayant

un cut-off de 10 kDa. La colonne héparine a été conservée a +4°C dans de |’éthanol 20 %.
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Chapitre IV : Dosage et visualisation du FIX

1V.1- Dosage du FIX par test ELISA

La concentration en FIX dans les surnageants de production ou dans les fractions purifiées a été
déterminée par dosage immuno-enzymatique via la technique ELISA (Enzyme Linked
ImmunoadSorbent Assay) a I'aide du kit Asserachrom®IX:Ag (Diagnostica Stago, Asnieres, France)
selon les recommandations du fabriquant. Un tapis de fragments F(ab’)2 d’anticorps de lapin anti-FIX
humain a capté le FIX contenu dans les échantillons. Le FIX fixé a été révélé a laide
d’'immunoglobulines de lapin anti-FIX humain couplées a la peroxydase. La lecture de I'intensité de la
coloration a été réalisée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 450 nm. La densité
optique affichée a ensuite été reportée sur une droite d’étalonnage d’un standard de pdFIX fourni

dans le kit afin de déterminer la valeur de la concentration en FIX.

Une seconde technique de dosage ELISA en sandwich a été utilisée lors de I'étude du
FIX-FXa-FXIIIB@PS. L’anticorps de capture était un anticorps polyclonal anti-FIX du kit FIX-EIA (Kordia

Life Sciences, Pays-Bas) et a été utilisé selon les recommandations du fabricant.
IV.2- Visualisation du FIX

IV.2.1- Composition des gels et des tampons
Les gels de polyacrylamide utilisés pour la migration des protéines ont été obtenus par
polymérisation d’un gel de migration inférieur et d’un gel de concentration supérieur contenant les

puits de dépobt des échantillons. La composition des gels est détaillée dans le Tableau 9.

Gel de migration 10%  Gel de concentration 4%

Eau distillée 29 ml 1.4 ml
Tris-HCI 1.5 M — pH8.8 2.6 ml -

Tris-HCl 0.5 M - pH6.8 - 0.6 ml
Acrylamide/Bisacrylamide (29 :1) 2 ml 0.3 ml
Persulfate d’ammonium 10% 60 pl 19 ul
UltraPure™ Temed (Invitrogen™) 9 ul 3.8 ul

Tableau 9. Composition des gels utilisés lors de I’électrophorése SDS PAGE.

Le tampon de Laemmli utilisé était sous forme [6X], sa composition était la suivante : Tris-HCI 1.5 M,
pH6.8 — Dodécylsulfate de Sodium (SDS) 9 % — Glycérol 50 % — B-Mercaptoéthanol 9 % — Bleu de

Bromophénol 0.3 %.
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Le tampon de migration utilisé lors de I'électrophorése était du tampon Tris 25 mM — Glycine

190 mM —SDS 4 mM — pH8.3.
Le tampon de transfert liquide était composé de Tris 25 mM — Glycine 190 mM — Ethanol 20 %.

Le tampon TBS (Tris Buffer Saline)/Tween utilisé lors du western blot était composé de Tris 40 mM

pH7.5 —NaCl 150 mM — Tween 20 a 0.05 %.

1V.2.2- Migration du FIX par électrophorése SDS PAGE
Les échantillons contenant le FIX ont été dilués dans du tampon de Laemmli [6X] avant d’étre
dénaturés 5 minutes a 96°C. Des volumes de 6 a 20 pl des échantillons dilués ont été déposés dans
les puits. La migration a été réalisée a 'aide d’une cuve de migration remplie de tampon de migration

a un voltage de 200 puis 240 volts jusqu’a ce que le front de migration ait atteint le bas du gel.

Un marqueur de taille moléculaire a également été déposé pour chaque gel de migration. Deux
marqueurs différents ont été utilisés au cours de cette étude : Precision Plus Protein™ Standards
(BioRad, Hercules, CA, Etats-Unis) et Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-230 kDa) (New

England BioLabs® Inc.). Les profils de migration des deux marqueurs sont détaillés dans la Figure 32.
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Figure 32. Profils de migration des deux marqueurs de taille utilisés lors des migrations par électrophorése SDS PAGE.

IV.2.3- Transfert liquide sur membrane de nitrocellulose
Les protéines séparées dans le gel de polyacrylamide ont ensuite été transférées sur une membrane
de nitrocellulose (Amersham™ Hybond ECL, GE Healthcare) par un transfert liquide a un ampérage

fixe de 350 mA pendant 1h30.

1V.2.4- Visualisation du FIX par western blot
A la suite du transfert liquide, la membrane a été saturée par incubation en TBS/Tween 5 % lait

pendant une heure a température ambiante. Aprés I'étape de saturation, la membrane a été incubée
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avec une solution d’anticorps primaires pendant une heure, puis lavée trois fois 5 minutes en tampon
TBS/Tween avant d’étre incubée avec une solution d’anticorps secondaires pendant 30 minutes. Les
anticorps ont été utilisés en fonction de la protéine a visualiser, les anticorps ainsi que leur origine et
la dilution réalisée sont détaillés dans le Tableau 10. La membrane a ensuite été lavée trois fois en
tampon TBS/Tween et les bandes correspondant aux protéines ont été détectées a I'aide du kit de
révélation Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad). Les signaux émis ont été visualisés par

application d’un film photographique (Kodack ECL, GE Healthcare).

Anticorps primaires Anticorps secondaires
FIX
Anticorps Polyclonal anti-FIX de lapin 1gG (H+L) de chévre anti-lapin / HRP
Origine Extrait de sérum de lapin® Covalab (Villeurbanne, France)
Dilution Sérum dilué au 1/3000 Solution commerciale diluée au 1/3000
FIX-FXIIIB
Anticorps Polyclonal aFXIIIB de lapin 1gG (H+L) de chévre anti-lapin / HRP
Origine Atlas Antibodies AB (Stockholm, Suéede) Covalab (Villeurbanne, France)
Dilution Solution commerciale diluée au 1/500 Solution commerciale diluée au 1/3000
Anticorps Monoclonal aFIX de souris 1gG (H+L) de chévre anti-souris / HRP
Origine Culture cellulaire d’hybridome* Bio-Rad
Dilution Surnageant d’hybridome* au 1/2 Solution commerciale diluée au 1/3000

Tableau 10. Anticorps primaires et secondaires utilisés lors de la visualisation des différents FIX et FIX-FXIIIB. ¥ Les
anticorps ont été extraits de sérum total de lapin immunisé par du Benefix®. * : L’hybridome a été obtenu a I'aide de souris
immunisée par du Benefix®. Les anticorps ont été dilués dans du tampon TBS/Tween. HRP : Horseradish Peroxydase.

Chapitre V : Tests fonctionnels

V.1- Evaluation de I'activité

V.1.1- Mesure de I'activité par méthode chronométrique
L’activité du FIX dans les surnageants de production ou dans les fractions purifiées a été évaluée par

méthode chronométrique sur le coagulometre DestinyMax® (Tcoag, Bray, Irlande).

Les surnageants ou les fractions purifiées ont été dilués puis supplémentés de plasma déficient en FIX
(Immuno, lllkirch, France). Le réactif du kit MDA® Platelin® LS (Tcoag) contenant des phospholipides
et de la silice micro ionisée (activateur) a été ajouté au mélange. Apres 3 minutes d’incubation a
37°C, la réaction de coagulation a été déclenchée par ajout de la solution MDA® Platelin ® LS - CaCl,
25 mM et le temps de coagulation a été mesuré sur le coagulométre. L'activité du FIX a été
déterminée a partir d’'une gamme standard réalisée avec un plasma humain contréle (Precision

Biologic, Darmouth, Canada).
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V.1.2- Mesure de I'activité par méthode chromogénique
La détermination in vitro de I'activité du FIX purifié a également été déterminée a l'aide du kit
Biophen FIX (Hyphen BioMed, Neuville-sur-Oise, France) qui utilise une méthode colorimétrique.
L'ensemble des facteurs impliqués dans I'activation et I'activité du FIX se trouvaient en excés dans la
réaction, seul le FIX se trouvait étre le facteur limitant. Ainsi, la quantité de FXa formée était fonction
du taux de FIX. Les FIX étant placés a des concentrations identiques et connues, la quantité de FXa
formée dépendait de I'activité de chaque FIX. Ce FXa ainsi formé clivait un substrat chromogene
spécifique du FXa. La quantité de substrat chromogene libérée a été mesurée par lecture de la
densité optique a 405 nm reportée a une gamme d’étalonnage réalisée a I'aide d’un standard de

pdFIX.

V.2- Détermination de la capacité de génération de thrombine

La capacité de génération de thrombine in vitro a été mesurée sur le fluoromeétre Fluoroscan Ascent™
Microplate (Thermo Scientific™). Du plasma déficient en FIX (FIX < 1 %) (Cryo-check FIX deficient
plasma, Precision Biologic Inc, Darthmouth, NS, USA) et pauvre en plaquettes a été supplémenté par
le FIX a tester. Le tampon utilisé était composé d’Hepes 20 mM pH7.35 — NaCl 140 mM supplémenté
de 5 mg/ml d’albumine sérique bovine (BSA: bovine serum albumin) (Euromedex,
Souffelweyersheim, France). L'expérience a consisté a placer, dans les puits d’'une plaque 96 puits,
80 ul de plasma pauvre en plaquettes (PPP) supplémenté du FIX a tester puis 20 pl d’un mélange de
FT recombinant (Dade® Innovin® Siemens, Marburg, Allemagne) et de phospholipides
(phosphatidylsérine 20 % - phosphatidyléthanolamine 20 % - phosphatidylcholine 60 %), pour
atteindre des concentrations finales respectives de 1 pM et 4 uM. Les phospholipides ont été
préparés au laboratoire par méthode d’extrusion [234]. Un volume de 20 pl d’un mélange de CaCl, et
du substrat fluorogénique (Z-Gly-Gly-Arg-AMC, Bachem, Bubendorf, Suisse) a ensuite été ajouté dans
les puits. Ce mélange avait été préalablement préparé dans un tampon Hepes 20 mM pH7.35 — BSA
60 mg/ml, avec CaCl,0,1 M et substrat fluorogénique 2,5 M. Le logiciel Thrombinoscope (Synapse Bv,

Maastricht, Pays-Bas) a ensuite permis de calculer I'activité de la thrombine en fonction du temps.

La capacité de génération de thrombine in vivo induite par les FIX chez la souris hémophile B a été
mesurée selon un protocole similaire mais les plasmas de souris ont été dilués au 1/6° afin de
s’affranchir de I'exces d’inhibiteurs, comme I’AT, présents chez la souris. La concentration en FT était

de 0,5 pM [235].

V.3- Activation du FIX

D’une part, des cinétiques d’activation du FIX par le FXla et par le complexe FVIla-FT ont été

réalisées. Le FXla recombinant a été commandé chez Cryopep (Montpellier, France), le FVlla
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provenait du NovoSeven® (Novo Nordisk®, Upsala, Suede) et le FT recombinant du Dade® Innovin®.
Les phospholipides PC:PS (75:25) (75 % de phosphatidylcholine et 25 % de phosphatidylsérine) ont
été préparés au laboratoire par méthode d’extrusion. Le tampon de réaction était composé d’Hepes
20 mM pH7.4 — NaCl 150 mM — CaCl, 5 mM. Le FIX purifié (167 nM) a été incubé a 37°C avec le FXla
(4,17 nM) ou avec le FVlla (1,67 nM) et le FT (1,48 nM), en présence de 20 uM de PC:PS (75:25). Pour
chaque réaction d’activation, des échantillons ont été prélevés a différents temps et la réaction a été

arrétée par ajout de tampon de Laemmli [6X].

D’autre part, le FIX (116 nM) a été pleinement activé par le FXla (3,35 nM) aprés une incubation de

5 heures a 37°C, en présence de phospholipides et dans le méme tampon de réaction.

Enfin, le FIX-FXa-FXIIIB@PS (930 pM) a été activé par une incubation de 5h a 37°c en présence de
FVlla (93 pM), de FT (9 pM) et de PC:PS (75:25) (20 uM). Le tampon de réaction était composé
d’Hepes 25 mM pH7.4 — NaCl 137 mM —KCl 3.5 mM —Tween 20 0.005 % — CaCl, 5 mM.

Le FIXa de chaque échantillon a ensuite été visualisé par électrophorése suivi d’un western blot.

V.4- Titration du FIXa par I'antithrombine

La concentration du FIX pleinement activé par le FXla a été déterminée par titration du site actif du
FIXa en utilisant I’AT (ATIII, Diagnostica Stago), en absence de FVllla et de thrombine. Le tampon
Hepes utilisé a été supplémenté avec 1 mg/ml de BSA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, Etats-Unis) et

avec 0,5 pg/ml d’héparine (Roche).

Des solutions de FIXa estimée a environ 15 nM ont été incubées 15 minutes a 37°C en présence
d’une gamme de 0 a 15 nM d’AT. Une génération de FXa a ensuite été initiée par ajout de 600 nM de
FX (Cryopep), de 3 mM de CaCl, et de 50 uM de PC:PS. L’hydrolyse du substrat chromogene du FXa
(PNAPEP 1025, Cryopep, Montpellier, France) a été suivie par mesure de I'absorbance a 405 nm et
tracée en fonction de la concentration en AT. En supposant qu’une mole de FIXa était inhibée par
une mole d’AT, la concentration en FIXa dans I’échantillon a été déterminée comme étant la valeur

d’intersection de 'axe des abscisses.

V.5- Générations de FXa par FIXa - Détermination des parametres cinétiques in vitro

V.5.1- Génération de FXa en absence de FVIIIa
La génération de FXa a été observée grace a I'hydrolyse du PNAPEP 1025. Les concentrations en FXa
généré ont été déterminées par ['utilisation d'une gamme standard préparée avec des
concentrations connue en FXa commercial (Cryopep). Le tampon de réaction utilisé était du tampon

Hepes 20 mM pH7.4 — NaCl 150 mM — BSA 1 mg/ml. Dans une plaque 96 puits, des concentrations
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croissantes de 0 a 1600 nM de FX (50 pl) ont été ajoutées a une solution de FIXa 40 nM et de PC:PS
80 UM (25pl). La réaction a été déclenchée par ajout d’une solution de PNAPEP 1025 (1 mM) et de
CaCl, (6 mM) (25ul). Apres une incubation de 7 minutes a 37°C, I’évolution de I'absorbance a 405 nm
a été enregistrée toutes les 9 secondes pendant 3 minutes a I'aide d’un lecteur de plaque et du

logiciel SoftMax” Pro (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, Etats-Unis).
V.5.2- Génération de FXa en présence de FVIlla

V.5.2.1- Concentrations variables en FX

Du fait de son instabilité, le FVIII activé a été préparé extemporanément. Le FVIII activé a été préparé
par incubation de 12 nM de FVIII (Kogenate® Bayer, Bayer Healthcare, Berkeley, CA, Etats-Unis) et de
15 nM de thrombine issue de plasma humain (Sigma-Aldrich®) pendant 1 minute a 37°C. La
formation du complexe tenase s’est déroulée pendant 1 minute a 37 °C aprés ajout d’une solution de
9 nM de FIXa et de 90 uM de phospholipides. L’action de la thrombine a été bloquée par 4 ATU de
r-hirudine (Pentapharm, Basel, Suisse) pendant 1 minute a 37°C. Aprés ajout de I'hirudine, le
complexe a été mis au contact d’une gamme de FX de 0 a 200 nM final, gamme préparée
extemporanément en plaque 96 puits. La génération de FXa et la réaction chromogéne ont été
déclenchées par ajout d’une solution de CaCl, et d’un substrat chromogéene du FXa. Aprés 2 minutes
d’incubation a 37°C, la génération de FXa a été déterminée par mesure de la DO/min a 405 nm
pendant 3 minutes a 37°C. Les concentrations finales étaient : 2 nM FIXa - 0,30 nM FVllla - 0,37 nM
Flla-20 uM PC:PS—0a 200 nM FX - 3 mM CacCl, - 0,5 mM PNAPEP 1025.

V.5.2.2- Concentrations variables en FIXa
L’efficacité de la liaison du FIXa au FVllla a été déterminée a une concentration limitante en FVllla.
Une gamme de 0 a 40 nM de FIXa a été supplémentée de FVllla préparé extemporanément (0,6 nM),
de FX (400 nM) et de PNAPEP 1025 (1M). Apres 3 minutes d’incubation a 37°C, la DO/min a 405 nm a

été mesurée pendant 3 minutes.

V.6- Clivage de la protéine de fusion FIX-FXIIIBAPS

Le FIX-FXa-FXIIIB@PS (0.016 nM final) a été incubé avec des concentrations croissantes en FXa (0,22 a
5,45 nM final) en présence de PC:PS 20 uM, dans du tampon Hepes 20 mM pH7.4 — NaCl 150 mM —
CaCl, 3 mM. Apres incubation 1 heure a 37°C, les réactions ont été arrétées par ajout de bleu de

Laemmli [6X].

Les formes clivées de chaque échantillon ont ensuite été visualisées par électrophorese suivi d’un

western blot anti-FIX.
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Chapitre VI : Tests in vivo

Les expérimentations menées sur les animaux ont été approuvées par le Comité d’expérimentation
animale de I'Université Claude Bernard Lyon 1, en accord avec les directives européennes (Protocole

n° BH2013-03).

VIL.1- Lignées murines
Des souris wild-type non hémophiles (C57BL/6J) et des souris hémophiles B (B6.129P2-F9tm1Dws/J)

ont été commandées auprés de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, Etats-Unis) et élevées
sur notre site au sein d'une animalerie conventionnelle. Les animaux utilisés pesaient
approximativement 20 grammes, étaient des deux sexes et agés de 8 a 10 semaines. L’ensemble des
expérimentations a été pratiquée sous anesthésie par I'isoflurane 5%. Afin d’atteindre un taux de FIX

circulant de 5 pg/ml, une quantité de 10 pg de FIX était injectée pour une souris de 20 grammes.

VI.2- Préparation des échantillons avant injection

Apres purification du FIX, les fractions ont été concentrées et diluées dans une solution stabilisante
permettant I'injection des échantillons. Cette solution [10X] était composée de saccharose 10 g/l —
glycine 60 g/l — NaCl 10 g/l. Une fois les échantillons a tester dilués dans cette solution
(concentration finale [1X]), le FIX a été dosé par test ELISA afin de connaitre la quantité exacte a

injecter a chacune des souris, le volume a injecter devant toujours se trouver a environ 100 pl.

VI.3- Protocole d’expérimentation in vivo

Une premiere expérimentation a permis de caractériser in vivo le FIX circulant dans le plasma murin
deux minutes apreés injection. Le sang total murin a alors été prélevé via la veine cave inférieure deux
minutes apres injection du FIX. Une aiguille de 23 gauge ainsi qu’une seringue de 1 ml ont été
utilisées. Afin d’éviter un déclenchement de la coagulation dans le tube de prélévement, du citrate
de sodium a été ajouté au sang avec un ratio 1:9. Une seconde expérimentation a permis quant a elle
d’étudier le comportement pharmacocinétique du FIX in vivo. Des échantillons de sang murins ont
alors été prélevés 2, 30, 90 et 300 minutes aprés injection des FIX-WT et FIX-E410 ; et a 2 minutes,
2 heures, 5 heures, 24 heures et 30 heures aprés injection du FIX-FXa-FXIIIB@PS, via le sinus rétro-

orbital et a I'aide de pipettes Pasteur silylées.

VL.4- Traitement des échantillons
Dans I’heure suivant le prélevement, les échantillons ont été traités de facon a obtenir des plasmas

pauvres ou riches en plaquettes, selon le besoin des expériences ultérieures.
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Les PPP ont été obtenus par centrifugation a 2 500 g pendant 15 minutes a température ambiante
tandis qu’une centrifugation a 300 g pendant 3 minutes a permis de préparer les plasmas riches en

plaquettes (PRP).

Le FIX des différents échantillons plasmatiques a ainsi pu étre caractérisé par test ELISA, par
détermination de la capacité a générer la thrombine ou encore par détermination de I'activité via la

méthode chromogénique.

Chapitre VII : Etude des interactions du FIX

VIL.1- Interaction FIX/A2(FVIII) par SPR

L'interaction entre le FIXa et le domaine A2 du FVIII a été étudiée par SPR a 'aide d’un systeme
Biacore T100 biosensor (GE Healthcare) disponible au plateau technique « Production et Analyse de
Protéine » de Lyon. Le domaine A2 du FVIII a été synthétisé par la société Protéus (Nimes, France) et
nous a gentiment été fourni par I'équipe du Docteur Lavigne du laboratoire d’hématologie de
Montpellier. Le domaine A2 a été immobilisé sur un puce CM5 Sensor chip (GE Healthcare) a raison
de 39,2 fmol/mm? a l'aide d’une méthode de couplage amine selon les recommandations du
fabricant. Le FIXa a été injecté dans le systeme a différentes concentrations (de 0 a 60 nM) a un débit
de 20 pl/min dans un tampon composé de Hepes 20 mM — NaCl 150 mM — Tween 20 0,005% - pH7.4.
Les phases d’association et de dissociation avaient une durée de 3 minutes chacune. La régénération
de la puce a été réalisée par incubation du tampon Hepes 20 mM — NaCl 1 M — EDTA 10 mM —

Tween 20 0,005% - pH7.4. Les données ont été analysées a I'aide du logiciel BIAevaluation 3.1.

VIL.2- Interaction FIX/plaquettes ex vivo

Le sang total de 5 souris hémophiles B et un échantillon de sang humain ont été recueillis et
mélangés directement a du tampon anticoagulant ACD (Acid-citrate-dextrose) a raison d’un volume
de tampon pour 6 volumes de sang. Le tampon ACD était composé de 1,25 g de citrate de sodium
dihydrate, de 0,64 g d’acide citrique anhydre et de 1 g de D(+)glucose pour un volume final de 50 ml
et un pH ajusté a 4.5. Une suspension de plaquettes lavées a été obtenue par des centrifugations et
lavages successifs. Les plaquettes, ainsi débarrassées des facteurs de la coagulation ou d’autres
composants plasmatiques, ont été resuspendues en tampon physiologique contenant 2 mM de CaCl,.
Aprés comptage des plaquettes, 500 a 2000 x 10° plaquettes murines / ml et 150 x 10° plaquettes
humaines / ml ont été incubées a 37°C avec 2 a 5 pg/ml de FIX purifié. Des échantillons ont été

prélevés a 2, 15, 30 et 60 minutes puis centrifugés 30 secondes a 10 000 rpm afin de culoter les
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plaquettes en suspension et de doser le FIX restant aprés différents temps de liaison aux plaquettes

a I'aide d’un test ELISA.

VIIL.3- Interaction FIX/cellules endothéliales
Deux jours avant I'expérience, des cellules endothéliales de la lignée EAhy926 (ATCC ® CRL-2922™)

ont été ensemencées en plaque 24 puits a raison de 2,5 x 10° cellules / puits dans un volume de 1 ml
de milieu complet DMEM supplémenté de SVF. Des concentrations de 2,5 et 5 pg/ml de FIX ont été
incubées a 37°C sur le tapis cellulaire pendant 2, 30 et 60 minutes en présence de 3 mM de CaCl,. Les

guantités de FIX restant dans les surnageants ont ensuite été déterminées par test ELISA.

Chapitre VIII : Analyses des données

Concernant I'analyse des parametres cinétiques in vitro, le logiciel SoftMax® Pro a permis d’obtenir
des données analysées par I'algorithme basé sur la méthode Levenberg—Marquardt. L’équation de
Michaelis-Menten a été utilisée dans le logiciel GraphPad Prism 5® (GraphPad Software, San Diego,
CA, Etats-Unis) afin d’obtenir les valeurs de Vmax et de Km des activations du FX par le FIXa, avec ou
sans FVllla. Les valeurs de Kd apparent du FIXa pour le FVIlla ont été dérivées de calculs dans

GraphPad Prism 5°,

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type excepté pour les expériences de SPR. Comme
cela est le cas dans la littérature [138], nous avons considéré que des différences observées pour

chaque concentration en FIXa injecté démontraient des différences d’interaction répétables.

Les groupes ont été comparés a 'aide du test de Mann-Whitney dans le logiciel GraphPad Prism 5°,

une valeur de p-value < 0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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Partie IV : RESULTATS ET DISCUSSION

Chapitre I : Expression et caractérisation du FIX recombinant synthétisé par

la lignée cellulaire d’hépatocarcinome humain Huh-7

Les résultats sont détaillés dans I'article n°1 publié dans le journal Thrombosis Research (inclus dans
ce manuscrit aux pages 113-120) et dans I'article n°2 soumis au journal Haemophilia (inclus aux

pages 123-134).

Le Benefix® (BIX) présente un taux de récupération apres injection chez le malade [70] inférieur a
celui obtenu avec les FIX plasmatiques commerciaux (Mononine® : MIX, CSL Behring ; Betafact®, LFB).
Cette différence peut étre attribuée a des différences de modifications post-traductionnelles,

principalement la sulfatation de la tyrosine 155 et la phosphorylation de la sérine 158.

Le but de ce projet visait a améliorer les modifications post-traductionnelles du rFIX de fagon a les
rendre les plus proches possibles de celles du pdFIX. Nous avons choisi la lignée hépatique humaine
Huh-7, lignée connue comme pouvant générer des clones stables producteurs de molécules
recombinantes. Apres transfections transitoires de cette lignée, nous nous sommes assuré que ce
type cellulaire pouvait générer I’ARNm correspondant a la construction plasmidique. Aprés
électrophorese, le FIX a été montré comme correctement sécrété dans le milieu avec le poids
moléculaire attendu. La protéine intracellulaire a présenté plusieurs signaux correspondant a
différentes formes en cours de modifications post-traductionnelles. Nous avons montré a l'aide
d’inhibiteurs spécifiques que ce FIX était correctement transloqué dans le réticulum endoplasmique
pour se retrouver ensuite dans I'appareil de Golgi. Une faible concentration intracellulaire était
dirigée vers la voie lysosomale. Ce FIX empruntait ainsi les voies intracellulaires classiques avant

d’étre secrété.

Par la suite, nous avons généré un clone cellulaire capable de sécréter de maniére stable le FIX a un
taux de 0,5 pg/ml pour 10° cellules : le clone cellulaire CD4. Ce nouveau FIX (HIX) a présenté une

activité spécifique de 250 Ul/mg, activité légérement supérieure aux deux formes commerciales.

Pour étudier ce nouveau FIX, nous avons mis au point un systéme de production de la protéine

sécrétée par ce clone cellulaire dans du milieu sans sérum et un protocole de purification du HIX par
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chromatographie échangeuse d’ions et immunoaffinité de fagcon a caractériser ses modifications
post-traductionnelles. Tout d’abord, le HIX a été démontré comme correctement glycosylé par
rapport au BIX et MIX. Par la suite, le HIX a été caractérisé par spectrométrie de masse de maniere a
identifier certaines modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation de la sérine 158
impliquée dans la baisse du taux de récupération en la comparant avec celle de la forme plasmatique
(MIX) et celle du BIX recombinant. Ces analyses qualitatives préliminaires ont montré la pleine
phosphorylation du pdFIX ainsi que la présence dans la préparation de FIX issu du clone cellulaire

Huh-7 de formes phosphorylées et sulfatées.

Ces travaux ont montré qu’un clone cellulaire d’origine hépatique pouvait secréter un FIX pleinement
actif présentant des modifications post-traductionnelles plus proches de celles de la forme

plasmatique que de la forme recombinante.

Le procédé d’élaboration du clone cellulaire Huh-7-CD4 (clone CD4) a fait I'objet d’un brevet en
octobre 2009 pour la France et la demande d’exploitation a été étendue a I'Europe en septembre

2014.
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Recombinant factor IX (rFIX) is increasingly used to treat patients with hemophilia B. CHO (Chinese Hamster
Ovary) cells are commonly used for the production of rFIX but they have a limited capacity for introducing
post-translational modifications (PTM) leading to incomplete <y-carboxylation, low phosphorylation and
sulfation profiles as compared with plasma-derived preparations. Imperfect PTM might have an impact on
the activity of Factor IX molecule. Several studies in animal models as well as clinical trials have previously
reported a lower recovery of rFIX compared to plasma-derived FIX concentrates.

In the present study, we aimed to produce a rFIX having a profile of PTM similar to plasma-derived FIX, using
human hepatoma cell line HuH-7. We showed that rFIX produced by HuH-7 cells followed the classical intra-
cellular pathway before secretion. In addition, improved PTM were associated with fully active molecule
compared to plasma-derived and recombinant control FIX molecules. Secreted rFIX presented as a single
band at the correct molecular weight. HuH-7 cellular clones were obtained and they secreted a biologically
active human FIX. FIX was then purified for a detailed evaluation of PTM. Glycosylation and sialylation pro-
files were similar to plasma-derived and rFIX and mass spectrometry analysis demonstrated the presence
of phosphorylated and sulfated forms of rFIX.

These data strongly support that HuH-7 cells may represent an effective cellular system for production of rFIX
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Introduction

Hemophilia B is an inherited coagulation defect characterized by a
deficiency in human factor IX (FIX). Patients with hemophilia B are
commonly treated with plasma-derived FIX concentrates (pdFIX) pre-
pared from pooled human plasma. More recently, recombinant FIX
(rFIX) was produced in transfected Chinese hamster ovary (CHO) cells
co-expressing the endopeptidase PACE/Furin for proper protein matu-
ration [1]. Nevertheless, CHO cells have a limited capacity for intro-
ducing post-translational modifications, which lead to incomplete
y-carboxylation, decreased phosphorylation and sulfation of the recom-
binant coagulation proteins [2].

Though the circulating half-life of rFIX is not distinguishable from
that of pdFIX, clinical data in patients with hemophilia B have shown
that rFIX has a lower in-vivo recovery than plasma-derived prepara-
tions [3-5]. Phosphorylation has been considered as a critical feature
explaining this low in-vivo recovery since similar in-vivo recoveries
were reported with de-phosphorylated pdFIX and rFIX in hemophilia
B mice [6]. Furthermore, these authors have engineered Human Em-
bryonic Kidney (HEK) cell line clones secreting FIX with different

* Corresponding author. Tel.: +33 4 78 77 87 97; fax: +33 4 78 77 87 78.
E-mail address: nathalie.enjolras@univ-lyon1.fr (N. Enjolras).

0049-3848/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.thromres.2012.08.313

degrees of sulfation and phosphorylation. They have produced and
purified different FIX molecules phosphorylated between 25% to
56%, but no pharmacokinetic data has been reported in hemophilia
B mouse model [6].

FIX is naturally synthesized in the liver and secreted into blood. He-
patic cell lines contain the biosynthetic machinery required for correct
synthesis and processing leading to complete post-translational modifi-
cations of FIX. Human hepatic cells like HepG2 cells [7-9] have been
previously used for FIX expression. HuH-7 cell line was established
from a human hepatocellular carcinoma characterized by Nakabayashi
et al. in 1982 [10]. The authors have shown their colony-forming ability
and their liver function maintenance, as revealed by production of plas-
ma proteins such as alpha 1-foetoprotein [11]. In addition, among the
common cell lines like HEK, CHO-K1, HepG2, the HuH-7 cellular system
has the best capacity to phosphorylate serine residue of recombinant
Proprotein convertase subtilisin / kexin 9 [12].

The present study reports a human rFIX secreted by HuH-7 cell line
stably transfected with the corresponding expression vector. The recom-
binant molecule has been purified phosphorylation/sulfation profiles
have been analyzed by mass spectrometry and have been compared to
two reference FIX molecules, one plasma-derived FIX (Mononine®,
CSL-Behring) and one rFIX molecule (Benefix®, Pfizer) both routinely
used for hemophilia B treatment.
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Materials and Methods
Construction of Expression Vectors

Human FIXcDNA containing the truncated Intron-1 from FIX gene
(299 bp) has been cloned in pcDNA3.1 (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) expressing the gene for geneticin (G418) resistance to obtain
PcDNAFIXwtI1 [13] with the polymorphism T148A.

Cell Culture and Transfection Assays

The HuH-7 human hepatocellular carcinoma cell line (JCRB0403)
was kindly provided by Dr Marie-Anne Petit (INSERM-U871, France)
and was maintained in HYQ medium (Thermo-Scientific, Courtaboeuf,
France), supplemented with fetal-calf-serum (FCS, 10%) (Perbioscience,
Brebiéres, France), 1% penicillin, streptomycine, 1% L-Glutamine, and
5 yg/mL vitamin K1 (Roche, Neuilly-sur-Seine, France) at 37 °C in hu-
midified air with 5%CO,. Twenty hours before transfection, HuH-7 cells
were plated on six-well plates at a density of 5x 10° cells/dish. HuH-7
cells were then transfected with 1 pg per well of pcDNAFIXwtl1 recom-
binant vector using FUGENE-6® (Roche, Neuilly-sur-Seine, France)
according to the manufacturer's instructions.

Culture Media, Cell Lysates and Western Blotting

HuH-7 cells (5x10°/dish) were transfected or not with pcDNA
FIXwtl1 into 6-dish plates. Thirty-six hours after transfection, superna-
tants were collected and cell extracts were prepared in 300 pL
(per 2x10° cells) of ice-cold 0.5% Triton-X100 lysis buffer (0.1 mol/L
KCl, 2 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L Hepes pH7.5, 0.5% Triton-X100)
containing an antiprotease mix Complete® (Roche, Meylan, France).
The resulting solution (10 pl) was subjected to electrophoresis on dena-
tured 12% polyacrylamide gel (SDS-10% PAGE) as already described [13].

ELISA Assays and Coagulation Activity

Concentrations of FIX in culture media and cell extracts were
measured after 36 h of transient transfection using an ELISA kit
(AsserachromlIX:Ag, Diagnostica Stago, Asniéres, France). FIX ac-
tivity was determined in a one-stage clotting assay on a Destiny
Max coagulometer (Trinity-Biotech, Dublin, Eire). Control plasma
(Precision Biologic, Darmouth, Canada) was used for standard. Dilut-
ed supernatant (50 puL) was added to 50 pl of FIX-deficient plasma
(Immuno, Illkirch, France) and 50 pL of MDA Platelin LS® (Kordia,
Leiden, Netheriands). After a 3-min incubation at 37 °C, clotting was
initiated by addition of 50 uL of 50 mM CaCl, buffer. Coagulation
times were measured in a Destiny Max® coagulometer and FIX activity
was determined from a log-log standard curve. Chromogenic technique
was also chosen using Biophen FIX kit (Hyphen BioMed, Neuville sur
equals 1 U/mL. Specific activity of plasma-derived FIX was considered
at 200 U/mg of FIX.

Effects of Protease and Translocation Inhibitors on FIX Intracellular Trafficking

We next analyzed the effects of various protease inhibitors and in-
hibitor of cellular protein transport on the classical secretory pathway
of rFIXwt. Transiently transfected HuH-7cells grown in 35-mm dishes
were incubated in FCS-free media supplemented N-acetyl-Leu-Leu-
Norleucinal (ALLN 40 pg/mL) (Sigma Aldrich, L'Isle-D'Abeau, France),
NH,4CI (50 mmol/L), or Brefeldin-A (10 mmol/L) (Sigma Aldrich) dis-
solved according to the manufacturer recommendations (1%DMSO);
the medium was renewed every 2 h. Six hours later, cell lysates were
harvested and assayed for FIX:Ag. After each treatment, the cell extracts
were prepared in 120 pL of ice-cold 0.5% Triton lysis buffer, and FIX anti-
gen was quantified in the lysates by using an ELISA assay. Results were

114

expressed as a percentage of values obtained with control culture medi-
um containing 1%DMSO. Comparisons were based on Fischer's test with
Stat View® software (http://www.statview.com).

Selection of HuH-7 Clones Producing FIX

HuH-7 cells were plated in Petri dishes (1x10°cells/dish) and
transfected with pcDNAFIXwtI1 as previously described [13]. Twenty-
four hours after transfection, the medium was removed and replaced
by fresh medium containing 0.3 mg/mL geneticin (G418, Invitrogen).
G418 resistant clones were obtained 3 weeks after transfection with
regular G418 concentration elevations to reach 0.4 mg/mL. Clones
were individuality scrapped without trypsin and re-inoculated in a
96-well-plate. FIX was evaluated in each supernatant and high producer
HuH-7 clones were amplified at dilution 5 to reach 75 cm? flasks. The
highest producer clone was amplified and then frozen in liquid nitrogen
for conservation in medium containing 10%DMSO.

Production of FIX in Roller-Bottles

FIX was produced by high producing HuH-7-CD4 clone, in roller-
bottles (Cellmaster rollerbottles, Greiner BioOne, Brumath, France)
using a system of rotation IBS CellRoll (Integra Biosciences, Cergy-
Pontoise, France). Thirty million HuH-7-CD4 cells were maintained in
roller-bottle at 37 °C under 5%CO, in HyQ medium supplemented
with 10%FCS during 72 h. At day one, cells were washed twice with
PBS buffer and serum-free medium (25 mL per roller-bottle) was
added for 15-18 h. Supernatants were collected and represented the
first sample of FIX production (day1). The cells were then maintained
for 10 h in complete medium. The production of FIX in serum-free
medium was repeated for 3 other days alternating with complete medi-
um incubation steps. FIX production in the 4 collected samples (day1 to
day4) was evaluated by ELISA test and coagulation activity was measured
on the Destiny Max coagulometer.

FIX Purification

Serum-free supernatants from roller-bottles were pooled constituting
an aliquot of 300 mL containing FIX at a concentration of 0.3-0.5 pg/mL.
The aliquot was filtered at 0.45 um before loading on an ion-exchange
chromatography unit (5 mL HiTrap™Q-FF unit, GE-Healthcare, Orsay,
France) previously equilibrated with Tris 50 mmol/L, pH7.4 at a flow
rate of 2 mL/min. The resin was then washed with 50 mL of the same
buffer. Recombinant FIX was eluted with Tris 50 mmol/L, pH 7.4, NaCl
1 mol/L buffer before dialysis against PBS buffer.

Dynabeads®-MyOne Tosylactivated (Dynal, Invitrogen) were coated
with purified FIX-MAD (kindly provided by CSL Behring) according to the
instructions supplied. The washed-coupled Dynabeads-MAb (250 pL)
were mixed with the dialyzed proteins from ion-exchange chromatogra-
phy (3 pg/mL of FIX) overnight at 4 °C. Dynabeads-MAb were washed 3
times with PBS buffer to remove the unbound components. The FIX
bound to the beads was eluted in 100 L of glycine 2 mol/L, pH2.1 and
pH was adjusted by adding Tris 1 mol/L, pH9. Aliquots were immediately
desalted on PD MiniTrap G-25 columns (GE-Healthcare). Purification
quality was verified by 10% SDS-PAGE following silver staining.

Glycosylation Analysis

Purified and commercial FIX were incubated with 100 mU/mL
neuraminidase (Roche) for 1 h at 37 °C, and then with 9.4 U/mL
peptide-N4 (N-acetyl-glucosaminyl) asparagine amidase (recombinant
N-glycosidase-F) (Roche) for 18 h at 37 °C in Tris-maleate 20 mmol/L
pH6.0, NaCl 150 mmol/L, CaCl, 5 mmol/L, and 1.75% (v/v) NP-40. The
reactions were terminated by adding 2xLaemmli buffer followed by
SDS/10% PAGE in reducing conditions. FIX was visualized by Western
immunoblotting as described below.
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Sulfation and Phosphorylation Analysis by Mass Spectrometry

Sample Preparation

Ten micrograms of HIX, and from Benefix® and Mononine®
were deglycosylated using the Enzymatic DeglycoMix™ Kit (QAbio-
Euromedex, Souffelweyersheim, France) for 16 h at 37 °C. Digested
products were then submitted to gel electrophoresis on 4-12% Bis-Tris
polyacrylamide (NuPage, Invitrogen). Coomassie-Blue stained bands
were excised from the gel and in-gel digestion was performed as
described by [14] with minor modifications. Samples were reduced
with 40 pL of 10 mmol/L dithiothreitol in 50 mmol/L NH4HCO; for
15 min at 50 °C. Alkylation was performed with 40 pL of 100 mmol/L
iodoacetamide in 50 mmol/L NH4HCOs for 15 min at room temperature
in the dark. The gel pieces were dried using 0.4 mL of CH3CN. For pro-
teolytic digestion, the protein containing gel pieces were treated with
30 pL of trypsin solution, 0.02 pg/uL in 50 mmol/L NH4HCO; (sequence-
grade, Promega, Charbonniéres-Les-Bains, France) for 45 min at 50 °C.
A second extraction step was performed using 30 pL of H,O/CH5CN/
HCOOH (68:30:2; v/v/v) mixture for 30 min at 30 °C, and finally all
extracts were pooled and dried in a vacuum concentrator and redissolved
in 0.3% trifluoroacetic acid (20 pL). This peptide extract solution was used
for LC-ESI/MS/MS (8 pL) and for MALDI-TO.F (12 pL) analyses [14].

LC-ESI-MS/MS

Mass spectrometry was performed with a LTQ Velos (Thermo-
Scientific) instrument in the positive ion mode. The nanospray
source was operating at 1.5 kVolts. Typically, two scan events were
used: (1) m/z 400-2000 survey scan MS with enhanced resolution;
two data dependent scans MS/MS on the twenty most intense ions
from event 1. The spectra were recorded using dynamic exclusion of
previously analyzed ions for 0.6 min. The MS/MS normalized collision
energy was set to 35 Volts. Reversed-phase LC was performed with an
Ulimate 3000 nano-LC system (Dionex, Villeneuve-d'Ascq, France).
Chromatographic separation of peptides was obtained on a C18
PepMap micro-precolumn (5 pm; 0.3 mmx5 mm) for desalting and
a C18 PepMap nano-column (3 pm; 75 pmx 150 mm). One pL of the
peptide extract solution was injected. Peptides were separated at
0.3 pL/min flow rate with linear gradient of 5-80% of CH5CN in 0.1%
formic acid for 60 min.

MALDI-TOF

The peptide extract solution (12 pL) was treated on Zirconium
oxyde Tip (10 pL Supel-Zr Tips, Supelco, Garches, France) according
the manufacturer protocol, to enrich phosphorylated and sulfated
peptides. The extract was analyzed on a Voyager DE-PRO (AB-Sciex,
Les Ulis, France), in a negative linear mode using the mixture: 2'4',6'-
trihydroxyacetophenone (5 mg) and ammonium citrate dibasic matrix
(4 mg) in 0.5 mL of HO/CH5CN (70/30; v/v) as matrix. The calibration
was external and average masses were considered. Experimental mass
values were compared with average theoretical mass values available
at the Swiss-Prot data bank (http://us.expasy.org/tools) with the acces-
sion N°P00740, using the Peptide Mass program.

Results

Expression and Biosynthesis of Recombinant FIX in Transiently Transfected
HuH-7 Cells

To test the capacity of producing FIX, HuH-7 cells were transiently
transfected with pcDNAFIXwtI1. Thirty-six hours after transfection,
FIX (HIX) concentrations from culture supernatants and total cell ly-
sates were evaluated by ELISA kit and specific activity in supernatants
was measured by one-stage clotting assay (Fig. 1A).

Studies in transiently transfected HuH-7 cells revealed the ability to
secrete 0.5 pg/mL/36 h +/— 0.15 of FIX. Intracellular FIX concentra-
tions reached 0.05 pg/mL of cell lysate. No FIX was detected in lysates

and supernatants from non-transfected HuH-7 cells. The specific activ-
ity, measured by a one-stage clotting assay of transfected cell superna-
tant, was 300 U/mg +/— 140.

Transcription efficiency of pcDNAFIXwtl1 was evaluated using
transfected and non-transfected HuH-7 cells as previously described
[9]. A single FIX mRNA species was detected in transfected cells whereas
non-transfected HuH-7 cells did not contain detectable endogenous FIX
mRNA (data not shown).

Lysates and supernatants were submitted to electrophoresis in re-
ducing conditions, followed by western blotting (Fig. 1B). Secreted
non-activated FIX was visualized as a single band (S-HIX) and pre-
sented the same mobility than Mononine® and Benefix®. No FIX signal
was detected in the medium from non-transfected HuH-7 cells (S-NT).
FIXwt from cell lysates was retrieved as three major bands. The upper
band (E) had the same molecular weight as the secreted form. Two
other bands (referred to as band I) migrated slightly faster than band
E. These results showed that HuH-7 cells expressing FIX contained
two forms of intracellular FIX, one corresponding to a form that is
ready to be secreted and a doublet with likely different degrees of
post-translational modifications.

Effects of Protein Degradation Inhibitors on FIX Biosynthesis

The effect of various inhibitors of protein degradation and cellular
trafficking on transiently transfected HuH-7 cells with pcDNAFIXwtI1
are summarized in Table 1. Thirty-six hours after transient transfection,
these inhibitors were added to the medium for 6 h and intracellular FIX
concentrations were measured after treatment using an ELISA assay.

A specific lysosomal inhibitor such as NH4Cl, which inactivates
lysosomal enzymes by pH modification, had no significant effect on
intracellular FIX levels. ALLN, which inactivates proteasomal en-
zymes, changed only marginally the intracellular FIX levels (75.4%
with ALLN, versus 100% without ALLN). Brefeldin-A blocks protein
transport from the endoplasmic reticulum (ER) to the Golgi complex
and causes translocation of Golgi components back to the ER. After in-
cubation with brefeldin-A, intracellular FIX levels increased by 254%
as compared to that found without brefeldin-A (p=0.005).

These results indicated that no significant amount of FIX molecule
was degraded into HuH-7 cells. This data also demonstrated that FIX
follows a normal intracellular pathway that led to a normal and rapid
secretion and could cross the ER barrier efficiently to be rapidly
secreted.

Selection for a HuH-7 Clone Which Stably Secreted FIX and
Production in Serum Free-Medium

A FIX producing HuH-7 clone was obtained after a two-month pe-
riod of cellular cloning as indicated in Materials and Methods. The
final choice of the clone was done on the basis of FIX production
rate, specific activity and quality of protein signal on western blot.
This HuH-7 clone, named HuH-7-CD4, produced 0.5 pg/mL of FIX
per 24 h for 1x 108 cells in the presence of FCS. When inoculated in
roller-bottle system in the absence of serum, FIX concentrations var-
ied from 0.2 pg/mL at day1 to 0.3 pg/mL at the end of the production
period. Specific activity was fully retained during the four days.

Serum-free supernatants from roller-bottles were pooled and sub-
mitted to a first step of ion-exchange chromatography followed by
immuno-affinity purification. Eluted FIX represented approximately
60% of the protein before purification. Our process led to fully FIX
active molecule retrieved in the aliquot of the purified protein with
a value at 120%+/—15. This specific activity was calculated with
chromogenic and chronometric methods. As illustrated in Fig. 2, a
major band was eluted and the subsequent silver staining of the gel
showed that the molecular weight of the peak corresponded to the
signals of Benefix®, and Mononine®.
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Fig. 1. Biosynthesis of FIX molecule by HuH-7 cells. HuH-7 cells were transfected or not by pcDNAFIXwtl1. FIX antigen in lysates (L-NT : non-transfected, L-HIX : tranfected) and supernatants
(S-NT : non-transfected, S-HIX : tranfected ) was quantified 36 h following transient transfection using an ELISA kit Asserachrom FIX:Ag (M). Coagulation time of each sample was measured in a
coagulometer and FIX activity in the medium was determined in U/mg of FIX in comparison with standard plasma-derived-FIX values ([]). Values are representative of three transfections. B. Gel
mobility of FIX molecules in HuH-7 cells. Supernatants (S) and total lysates (L) (10 pL, prepared 36 h after transfection) of non transfected HuH-7 cells (NT) and HuH-7 cells transfected with the
plasmid pcDNAFIXwtl1 (HIX) were collected and subjected to electrophoresis on SDS-10%PAGE. FIX was detected with a polyclonal rabbit anti-human FIX antibody and visualized by autora-
diography. Benefix® (BIX), Mononine® (MIX) and molecular weight standards (PM) from Biorad were used as reference.

Analysis of Post-Translational Modifications

To investigate N-linked glycosylation and sialylation of FIX se-
creted from HuH-7-CD4 clone, purified FIX (HIX), Benefix® (BIX)
and Mononine® (MIX), were incubated with neuraminidase and
N-glycosidase, which cleave sialic acids and N-linked carbohydrates,
respectively. Digestion products were submitted to reducing electro-
phoresis and western blotting (Fig. 3). The secreted form of FIX (HIX)
was retrieved as band E with expected molecular weight. A slight
decrease in the molecular weight of FIX occurred following neur-
aminidase digestion (lane b), and a further reduction occurred after

Table 1

Effect of inhibitors of protein degradation and brefeldin A on intracellular levels of FIX
molecule in HuH-7 cell line. Transiently transfected HuH-7 cells at 80% confluence ex-
pressing rFIX were incubated for 6 h in fresh serum-free medium containing in the
presence or absence of the different agents. The results correspond to six independent
transfections. Total intracellular FIX:Ag was measured in cell lysates using the ELISA kit
and the results are expressed as a percentage of FIX (mean =+ SE) values observed in
control conditions. (*:p=0.005).

Treatments Intracellular FIX levels
Control without agents 100%

NH,4CI 50 mmol/L 84.7% +/—28.1

ALLN 40 pg/mL 75.4% +/— 27.8

Brefeldin-A 10 pg/mL 254.4%F +/—21.4
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N-deglycosylation. Similar migration profiles were observed for
Benefix® and Mononine®, in the same digestion conditions.

These results demonstrate that FIX secreted by transfected HuH-7
cells was correctly N-glycosylated and sialylated corresponding to
mature secretable FIX.

In order to verify whether the propeptide of HIX was cleaved be-
fore its secretion in the HuH-7 cell medium, the N terminal end of
the purified molecule has been sequenced before MALDI-TOF/MS ex-
periences and we observed that the sequence was similar to the
Gla-domain of human FIX (data not shown).

Mass Spectrometry Examination

To identify the sulfated and/or phosphorylated residues in the
HIX as well as in BIX and MIX, preparations were converted to pep-
tides by tryptic digestion and glycosidic residues were removed
enzymatically. Samples were first analyzed by nano-LC-ESI-MS/
MS to confirm the peptide sequences of FIX (P00740) and to get in-
formation on PTM. MS/MS techniques had become a powerful tool
to characterize peptide phosphorylation [15], but in the positive
ion mode mass spectrometry, tyrosine sulfated peptides exhibited
a loss of SO5 generating an unmodified peptide [16]. Then, activa-
tion peptides were characterized in their unmodified form for the
three preparations, and as a mono-phosphorylated species for
HIX using this technique (data not shown).
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Fig. 2. Factor IX purified from media of HuH-7-CD4-clone. Serum-free supernatants of
HuH-7-CD4-clone attached in roller-bottles were pooled constituting an aliquot of 300 mL
containing FIX at the concentration of 0.3-0.5 pg/mL. The sample was submitted to through
ion-exchange chromatography unit following by immuno-affinity assays. The final eluted
concentrated rFIX (HIX) was visualized on SDS-PAGE after silver staining in presence of
Benefix® (BIX) and Mononine® (MIX).

MALDI-TOF in negative ion mode represents the best laboratory tool
to study sulfated peptides [17]. The stability of sulfate and phosphate
groups was very different under MS ionization. For the peptides
containing a phosphate group, a good stability was observed either in
positive ion mode or in negative ion mode with the observation of
(M+H)* and (M-H)" ions, respectively. Peptides with a sulfate group
had a particular behavior as (M-H)™ ions were observed in negative
ion mode and only (M + H-S05) %, i.e. sulfate loss (M + H-80)* in pos-
itive ion mode. Therefore, the switching from positive to negative ion
mode allowed differentiation between phosphate and sulfate group
with 2 Daand 78 Da mass differences, respectively. To have a minimum
of interfering peptides in the positive/negative ion survey in MALDI-TOF
analyses, an enrichment of phosphorylated and sulfated peptides was

MIX BIX HIX

N -+ + - + + - + + kDa
G - - + - - + - - +
—_75
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— 50

Fig. 3. Neuraminidase and N-glycosidase treatment of FIX. Purified FIX from
HuH-7-\CD4-clone (HIX), Benefix® (BIX) and Mononine® (MIX) were treated with
(+) or without (—) neuraminidase (N) for 1 h at 37 °C and with (+) or without (—)
N-glycosidase (G) for 16 h at 37 °C. Digestions were stopped by Laemmli buffer and
products were electrophoresed on denaturating SDS-10%PAGE before immunoblotting.
FIX was detected by using a polyclonal rabbit anti-human FIX antibody and the chemilu-
minescent signals were detected by autoradiography.

performed using the metal oxide affinity chromatography selectivity
of titanium oxide and zirconium oxide [18].

Results from the MALDI-TOF analyses of the enriched tryptic pep-
tides were presented in Fig. 4 and mass interpretation was summarized
in Table 2. The MALDI spectrum pattern of BIX (Fig. 4A) showed no
phosphorylation and a very low amount of a sulfate form at m/z
4019.6 in negative ion that disappeared in positive mode as expected.
Two main peptides were characterized: the (146-180) T/A!*® variant
and one other peptide with signal at m/z 3868.8 and 3870.9 (negative
and positive ion, respectively) that could be attributed to an activation
peptide (146-180) T/A'® with one Alanine loss at the N-terminal posi-
tion, i.e. peptide (146-180) T/A'2,

The MIX MALDI pattern (Fig. 4B) was characteristic of sulfated pep-
tides as all the signal observed in negative ion were shifted in positive
ion with a 78 Da mass difference : 4130.0/4052.4 for the form con-
taining T'#%, 4100.0/4022.4 for the form containing A'*® and 4028.9/
3951.2 for the form containing T'#® with a N-terminal loss of A'#° .
Moreover, the observed peptides were all phosphorylated (Table 2).
MALDI spectrum of HIX (Fig. 4C) showed an activation peptide mix of
MIX and BIX (146-180) T/A'*® and (146-180) T/A“8-A4® with an im-
portant change as the (146-180) T/A'4® peptide which was phosphor-
ylated and sulfated. The sulfated form at m/z 4099.6 in negative mode
did not completely disappeared in positive mode as a signal was ob-
served at m/z 4101.5, but this signal was very broad and could corre-
spond to another compound.

Presence of an abnormal sequence for the activation peptide
(146-180) with a 71 Da loss, corresponding to an N-terminal Alanine
loss, was confirmed by the LC-ESI/MS/MS spectra (data not shown).
This N-terminal amino acid loss leading to the (147-180) and
(147-180) T/A'® peptides was observed in the three samples (BIX,
MIX and HIX) and probably occurred during sample preparation.

Discussion

The production of recombinant FIX with PTM similar to plasma-
derived FIX is still highly challenging because of the significant differ-
ence observed in the in vivo recovery of the recombinant molecule.
The present study is the first report on the expression of fully func-
tional recombinant FIX by a clone from the HuH-7 human hepatoma
cell line presenting improved PTM.

Human-cell based expression systems can provide some unique
characteristics to biopharmaceutical products including lower immuno-
genicity, greater biological activity and increased half-life [19]. With the
trend to introduce the human-cell-based expression system to synthe-
size the biopharmaceutical products, HuH-7 has been already proposed
for expression study of erythropoietin (EPO) gene in comparison to CHO
cell line [20]. They have concluded that recombinant EPO produced
from this human liver cell line is properly folded and glycosylated as
EPO mainly produced by liver cells.

In the present study, one of the advantages to use a human hepato-
ma cell system was the fact that no co-transfection with vitamin K 2,3-
epoxide reductase C (VKORC) or furin/PACE cDNAs was necessary to
generate active rFIX. No band was detected (Fig. 2) corresponding to a
form containing the propeptide (form with a molecular weight 2000-
5000 greater than mature FIX). This particular form was previously
reported as FIX Cambridge [21]. For instance, co-transfection with vita-
min K 2,3-epoxide reductase C (VKORC) or furin/PACE cDNAs was re-
quired when CHO cells are chosen to produce rFIX, like commonly
used recombinant FIX concentrate Benefix® [22,23].

Data concerning specific activity and intracellular trafficking inhibi-
tors showed that HuH-7 cells transfected with FIX cDNA presented all
the intrinsic capacities to secrete a fully active FIX whose specific
procoagulant activity could reach 300U/mg. This enhanced value may
be due to the presence of factor X traces in the medium. Indeed, hepa-
toma cell lines are known to preserve the ability to express plasma pro-
teins [11]. The capacity of other hepatoma cell lines like HepG2 to
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Fig. 4. MS spectra collected during MALDI-TOF/MS analysis of tryptic digests corresponding to activation peptide of purified FIX molecules. A: Benefix® (BIX), B: Mononine® (MIX),
C: HuH-7-CD4 FIX (HIX). The different peaks are identified in Table 2.
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MALDI-TOF detection of enriched tryptic activation peptide in positive and negative ion mode using tetra-hydroxy acetophenone with ammonium citrate as matrix, + phos = phosphate
group. -+ sulf=sulphate group. Average masses were recorded in linear TOF mode, ? calculated average mass,  sulphate group loss (—80 Da) was observed in positive ion mode. Our
results showed the presence of Ala-deleted FIX molecules, including commercial plasma-derived and recombinant FIX concentrates (Table 2). The most probable reason for the presence
of Ala deleted forms might be due to the loss of the N-terminal amino acid Ala in peptides (146-180).

Activation Peptides (theoric mass) BIX MIX HIX
(M-H) (M+H)" (M-H) (M+H)™* (M-H) (M+H)*

(146-180) + phos + sulf (4131.2)? 4130.0 4052.4°

(146-180)T/A'® + phos + sulf (4101.1)? 4100.0 4022.4° 4099.6 4022.2°
(146-180)-A"*° 4 phos -+ sulf (4030.1)? 40289 3951.2°

(146-180)-A'4¢ 1 phos + sulf (4060.1)? 4058.3 3981.2°

(146-180)T/A"8 + sulf (4021.1)? 4019.6 4020.8 3942.3°
(146-180)T/A® (3941.1)° 3940.0 3942.0 3940.1 39423
(146-180)T/A'2-A146 (3870.1)* 3868.8 3870.9 3868.9 3871.1

secrete an active FIX has been already demonstrated [7,9] but several
studies mentioned that this cell line presented several difficulties to
generate high amounts of FIX even when cDNA constructs driven by
retrovirus were used [7,8,24,25].

In our study, an effective transfection of a FIX cDNA and selection
in the presence of geneticin led to the generation of a HuH-7 clone ex-
pressing high amounts of FIX. This clone represented a durable sys-
tem for FIX production without any addition of activator of PKCs
known to stimulate the in vitro growth of monolayer cell cultures
like PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) as previously shown
with HepG2 cells [25]. This is an additional advantage of our system
because PMA might interfere with the quality of FIX after purification.

The full activity of rFIX secreted from the HuH7-CD4-clone
suggested that the ~y-carboxylation degree was at least similar to the
level found for recombinant or plasma-derived forms which suggests
that the levels of VKORC enzyme in HuH-7 cells are indeed adequate
to produce fully y-carboxylated rFIX since no significant decrease in
the specific activity was found [26].

Other cell lines have been previously reported to have high ex-
pression levels of FIX. For example, the Drosophilia Schnider (S2)
cell line transfected with a human FIX expressing plasmid showed
significantly higher (12-fold) expression level than CHO cells but it
has a weak ability for <y-carboxylation and co-transfection with
y-carboxylase is needed to obtain active rFIX molecules [27].

In addition, glycosylation analyses were evaluated in comparison
with the CHO-derived and plasma-derived forms. First, human FIX acti-
vation peptide contains two N-linked sugar chains at Asn-157 and
Asn-167 [28]. In addition, attachment of O-linked sugar chains with sialic
acids occurs at two sites in EGF domain, e.g. Ser-53 and Ser-61 [29] and at
two sites in AP domain, e.g. Thr-159 and Thr-169 [30]. In our study, car-
bohydrate composition of both natural and recombinant molecules has
been determined by successive neuraminidase and N-glycosydase diges-
tions. Glycans are known to mediate protein-protein and protein-cell
interactions and the degree of sialylation of a glycoprotein is thought to
be an important determinant of its pharmacokinetic properties [31]. In
this study, Neuraminidase and N-glycosidase F treatments demonstrated
that recombinant and plasma-derived molecules and HIX have similar
N-glycan profiles (Fig. 3). HuH-7 cells contain required machinery to di-
rect glycosylation pattern over all similar to those observed in human
liver cells for secreting plasma-derived FIX even if the detailed glycosyl-
ation structure of FIX produced by HuH-7 cells is not described by MS
strategy. We can however conclude that such a human hepatoma cell
line may have a glycosylation capacity at least as efficient as CHO cells
routinely used to produce recombinant coagulation proteins.

Our work has focused mainly on the phosphorylation and
sulfation analysis. Mass spectrometry led us to compare the three
molecules showing a peak at (m/z=3940.0) that identified the
non-phosphorylated form in BIX as already quantified at 1% [32]. In
our study, MIX profiles differ from those of BIX, clearly indicating
that only phosphorylated and sulfated forms (m/z=4058.3 and
m/z=4130.0, respectively) were present with a mix of polymorphitic

A/T148 peptides. The extent of serine phosphorylation in rFIX synthesized
by CHO cells and myotubes was analyzed using an anti-phosphoserine
antibody [32,33] and only 7% of rFIX was found to be phosphorylated in
the case of myotubes and less than 1% for CHO cells. The mass of
deglycosylated activation peptide of the FIX determined by MALDI-TOF
mass spectrometry was 3940.1 for the dephosphorylated form, 4020.8
with the phosphorylation and 4099.6 for the phosphorylation and
sulfation with the T/A polymorphism which corresponded to the se-
quence of our FIX cDNA. These qualitative studies did not allow us to pre-
cisely quantify each form and the ratio of phosphorylated form but
strongly suggests that HuH-7 cells are more efficient than CHO cells for
rFIX phosphorylation. Our study on commercial FIX (Benefix® and
Mononine®) phosphorylation is the first one that really compared each
form with regard to their profile in mass spectrometry.

In conclusion, we report here a method using human hepatoma
cell line HuH-7 for the expression of a functional human rFIX
molecule having some of the PTM more similar to pdFIX than to
rFIX molecules produced by CHO cells. Our study also describes a
methodology for obtaining a highly efficient cellular clone for FIX
secretion. Further studies on a large-scale expression of rFIX using
a bioreactor, phosphorylation/sulfation quantitation and on the
pharmacokinetic characteristics of the new rFIX molecule are cur-
rently being carried out.
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Par la suite, des expériences ont consisté a adapter le clone cellulaire Huh-7-CD4 a un milieu
synthétique dépourvu de sérum, étape clef qui a permis aux cellules de produire de fagon continue le
FIX dans un fermenteur. Nous avions |'objectif de caractériser in vitro la capacité coagulante de la
molécule purifiée, de quantifier la phosphorylation et de mesurer son efficacité chez la souris

hémophile B.

Tout d’abord, nous avons mis au point un test ELISA utilisant un anticorps monoclonal (Millipore,
clone 4A2) spécifiquement dirigé contre la sérine phosphorylée de fagon a mesurer le taux de
phosphorylation du HIX. La gamme utilisée se composait de mélanges connus de BIX et de MIX a
différentes proportions partant du fait que le MIX était phosphorylé a 100% et que le BIX ne I'était
pas, comme cela est décrit dans la littérature [93]. Un test de quantification de FIX a I'aide d’un autre
anticorps différent de celui du kit commercial Asserachrom®IX:Ag a également servi a valider la

méthode. Nous avons évalué le taux de phosphorylation du HIX a 14%.

Nous avons mesuré la capacité du HIX a étre activé par le FXla ou par le complexe FVIla-FT. Les profils
d’activation, visualisés par 'apparition des chaines lourde et légére apres électrophorése puis
western blot, ont montré que le HIX s’activait aussi bien que le BIX ou le MIX. Des mesures d’activité
des trois molécules ont été menées par des expériences de capacité de génération de thrombine
in vitro. Elles ont révélé que le HIX présentait des valeurs de pics de thrombine et de vélocité

analogues voire supérieures a celles mesurées pour le BIX et le MIX.

Injectée aux souris hémophiles B, notre molécule n’a pas présenté d’augmentation du taux de
récupération par rapport a la forme recombinante. Cependant, elle a montré une meilleure activité
procoagulante révélée par une augmentation significative de la génération de thrombine in vivo
comparée aux deux molécules de FIX commerciales. En effet, le pic de thrombine tout comme la
vélocité ont été identifiés comme analogues a ceux du MIX alors que les taux circulants en terme

d’antigene du HIX étaient inférieurs.

La question posée dans ce travail était de savoir si la phosphorylation de la sérine 158 (S158) du FIX
pouvait étre améliorée par les cellules Huh-7 susceptibles d’assurer toutes les modifications post-
traductionnelles comme c’est le cas dans le foie. Concernant la phosphorylation des protéines
secrétées dans le plasma, des résultats de la littérature avaient montré que la nature des acides
aminés avoisinant une sérine potentiellement phosphorylable est importante pour assurer au mieux
cette modification. La séquence d’acides aminés au niveau de la S158 du peptide d’activation du FIX
est la suivante : V-N-S-T-E-A-E-T. Deux kinases pouvaient théoriquement phosphoryler la S158 du FIX
: la protéine kinase G couplée a un récepteur membranaire et une caséine kinase golgienne (G-CK)

décrite pour son réle dans la phosphorylation de molécules hépatiques sécrétées. Les caséines
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kinases 1 et 2 localisées dans le cytoplasme ont été écartées sachant qu’il est bien décrit que le FIX
est phosphorylé dans I'appareil de Golgi [90]. Tout en démontrant la présence de la séquence
d’acides aminés S-X-E-X dans de nombreuses phosphoprotéines sécrétées dans le plasma humain
[236-238], Salvi et ses collaborateurs avaient isolé la G-CK mais ne sont jamais parvenus a proposer
la moindre séquence protéique. Il y a deux ans, la G-CK a été identifiée par une autre équipe comme
étant la FAM20C-kinase (ou DMP4) [239,240]. Les auteurs ont évoqué cette FAM20C comme la
kinase phosphorylant la majorité du phospho-protéome plasmatique, enzyme également impliquée
dans la biominéralisation des dents et des os. Par ailleurs, cette kinase, synthétisée dans divers tissus
et organes dont le foie, est présente dans le plasma [241,242]. Il peut étre envisagé que la FAM20C
puisse étre la kinase phosphorylant le FIX dans le foie. Nous avons identifié cette protéine dans les
lysats de cellules Huh-7 et HepG2 par western blot utilisant un anticorps spécifique (Anti-DMP4,
Sigma), mais il ne nous a pas été possible de nous assurer de la pleine activité de cette kinase et de

son réle dans les modifications post-traductionnelles du FIX.

Malgré le taux de récupération du HIX identique a celui du BIX chez les souris HB, notre molécule a
présenté une efficacité surprenante lorsque I'activité coagulante a été mesurée lors de la
détermination de la capacité de génération de thrombine. Les analyses des modifications post-
traductionnelles sur le HIX ne nous permettent pas encore d’expliquer cette augmentation de
I'activité spécifique, augmentation déja visible dans les toutes premieres transfections
transitoires [243]. Une analyse plus précise sur d’autres modifications post-traductionnelles comme

les glycosylations pourrait apporter de nouveaux éléments.
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Summary:

Post-translational modifications (PTM) of the CHO-cell-derived-recombinant human
factor IX (FIX) currently used for the treatment of hemophilia B (HB) are different from
plasma derived FIX. Our previous studies described a rFIX (HIX) having better PTM
profile than rFIX produced by CHO cells. The aim of the study consisted to verify the

improved PTM effect of HIX on in vivo recovery.

HIX has been produced in a bioreactor and then purified from supernatants. In vitro
activation and activity were evaluated measured by thrombin generation tests (TGT)
and compared to commercial molecules, Benefix®, Mononine®. The three molecules
were then administrated (i.v.) to FIX-knockout mice and two minutes after injection,

blood samples were collected and subjected to human FIX-specific-ELISA and TGT.

The clotting function of HIX, activation courses of HIX by FXla and FVIla-TF complex
appear normal as did activation of Benefix®, Mononine® and TG constants of each FIX
were equivalent. After injection to HB mice, circulating HIX did not present any
significant difference in term of antigen value with Benefix®. Intriguingly, TGT were
clearly exhibiting a better velocity for HIX than Benefix® and Mononine®. These data
suggested that HIX may improve in vivo coagulant efficacy in comparison with the two

commercial FIX injected at the same dose.

In conclusion, the study shows that HuH-7-derived-rFIX has better in vivo haemostatic
activity in hemophilia B mice compared to the reference rFIX molecule despite similar in
vivo recovery rates, suggesting that HuH-7 cells could represent an effective cellular

system for production of rFIX.
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Introduction

Hemophilia B (HB), a deficiency of clotting factor IX (FIX), is a rare, X-linked congenital
disorder that results in impaired haemostasis and manifests with frequent spontaneous
bleeding episodes in joints, muscles and soft tissues and more rarely, life-threatening
hemorrhages [1]. Recurrent haemarthroses result in progressive joint damage and the
development of painful and debilitating hemophilic arthropathy [2]. Replacement
therapy with plasma-derived (pdFIX) or recombinant FIX (rFIX) concentrates, is
currently used to control and prevent bleeding episodes of patients with hemophilia B
(HB). One of the major improvements in the HB therapy was the introduction of rFIX
ensuring an advanced level of safety. Based on pharmacokinetic (PK) parameters, the
comparison between pdFIX and rFIX has demonstrated similar half-lives and clearance,
but significantly different in vivo recovery, resulting in the need for higher doses of rFIX
to obtain similar peak concentrations of circulating FIX. This difference is most likely

attributable to the post-translational modifications (PTM) between rFIX and pdFIX [3,4].

Phosphorylation has been considered as a critical feature explaining this low in vivo
recovery of rFIX, since similar in vivo recoveries were reported with de-phosphorylated
pdFIX and rFIX in HB mice [5]. Furthermore a Human Embryonic Kidney (HEK) cell line
clone secreting FIX with improved sulfation and phosphorylation was engineered.
However, better PK parameters i.e. area under the curve and in vivo recovery, were
reported with CHO-derived FIX compared to the HEK293-rFIX molecule [6]. PK

differences between pdFIX and CHO cell-derived rFIX in humans were also well known

[7].

Our previous studies described a methodology for obtaining a highly efficient cellular
clone from a human hepatoma-cell line HuH-7 secreting a rFIX with improved PTM
profile compared to CHO cells derived-rFIX [8]. In addition, we have demonstrated that
HuH-7 cells derived-FIX (HIX) preparation contained a phosphorylated form of the

protein.

To verify the effect of improved PTM on in vivo recovery, HIX has been produced in a
bioreactor and then purified from supernatant via anion-exchange and heparin-affinity
chromatographies. Phosphorylation rate of HuH-7-cell derived FIX was evaluated. To

study the HIX clotting function, thrombin generation tests were performed. This HuH-7-
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derived rFIX was compared with Benefix®, Mononine® in biochemical properties and

in pharmacokinetic studies in FIX knock-out mice.

Materials and methods

Proteins

Plasma derived FIX (MIX) was from CSL Behring GmbH (Mononine®: CSL-Behring, King
of Prussia, CA, USA), recombinant, CHO derived FIX (BIX) was from Pfizer (Benefix®:
Andover, MA, USA). Recombinant HuH-7 derived FIX (HIX) was already described by [8].

Cell culture

HuH-7 cell clone producing HIX was adapted to serum-free suspension culture in Ultra
Culture medium (Lonza, Thermosciences, Brebieres, France) 1% penicillin,
streptomycin, 1% L-Glutamine, and 5pg/mL vitamin K1 (Roche, Neuilly-sur-Seine,
France) at 37°C in humidified air with 5%CO02 and cultivated in repeated batch mode
fermentation runs. Non-transfected HuH-7 cells were used to produce MOCK medium

devoiced of FIX for analogous preparations of BIX and MIX.
Purification

Supernatants were pooled constituting an aliquot of 600 mL and HIX concentration was
determined (0.1-0.3ug/mL), values obtained using a FIX ELISA kit (ELISA-FIX
Asserachrom, Diagnostica Stago, Asnieres Sur Seine, France). MOCK media were used to
to prepare BIX and MIX solutions at similar FIX concentrations than HIX. Supernatants
were loaded to an ion-exchange-chromatography as previously described [8]. Eluted-
fractions of FIX destined to phosphorylation studies were purified using an immuno-
affinity method [8], while FIX samples for biochemical characterization and in vivo mice
PK study were loaded on a 1mL-chromatography-heparin unit (HiTrap™-Heparin, GE-

Healthcare, Brumath, France) [9].
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Activation and procoagulant activity of FIX molecules

Activation of FIX molecules by FVIla/TF were performed as previously described [10].
In vitro thrombin generating capacity of FIX samples was evaluated in FIX deficient

plasma (Precision Biologic Inc, Darthmout, Canada) [11].
Serine phosphorylation

The extent of serine phosphorylation of immune-purified HIX was analyzed using an
anti-phosphoserine ELISA assay as previously described [12]. Calibration was done with
20 pg/ml FIX mixes (BIX/MIX: 0/100, 10/90, 20/80, 40/60, 50/50, 60/40, 80/20,
90/10,100/0 %).

In vivo pharmacokinetic study

All in vivo experiments followed an Animal Utilization Protocol approved by the Animal
Research Ethics Board, University of Lyon (Directive 2010/63/EU : number BH2010-
43). FIX molecules were intravenously administered to anaesthetized FIX-knockout
mice (B6.129P2-F9tmibws The Jackson Laboratory, Sacramento, CA, USA) at a nominal
dose of 10pg/20g. Citrated plasmas were collected from the inferior vena-cava two
minutes after infusion. Circulating FIX levels were determined by ELISA (Diagnostica
Stago) and in vivo procoagulant activity of FIX in HB mice plasma was evaluated using
Thrombin Generation Test (TGT) and a low concentration of tissue factor at 0.5pM, as

previously described [13].

Results and Discussion

To demonstrate the biologic activity of HuH-7-synthesized-FIX, we conducted in vitro

and in vivo characterizations using the TGT method.

Activation of equimolar amounts of MIX, BIX and HIX by FVIla/TF complex (Fig. 1A) or
FXIa (data not shown) showed similar activation profiles with the presence of FIXa
heavy and light-chains at the appropriate molecular weights. No statistically significant
difference was observed (p>0.05) between in vitro thrombin generating capacity of the

three FIX molecules at any dose tested (10 to 100 UI/dL) (Fig. 1B).
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Our in vivo results from 50 HB mice obtained two minutes after the injection of the three
FIX molecules showed a better in vivo recovery of plasma derived MIX whilst no
statistically significant difference was observed between the two recombinant
molecules, as measured by a hFIX ELISA assay (Fig. 2A). As expected from the literature,
the same differences for in vivo recoveries between MIX and BIX in HB mice were
retrieved in term of circulating antigen as described by Bohm and collaborators [6]. In
this publication, authors reported that a HEK-derived-FIX, phosphorylated at 56% did
not allow to an enhancement of the in vivo recovery in comparison to FIX produced by
CHO cells. However, despite similar circulating antigen levels, HuH-7 derived-rFIX (HIX)
induced statistically higher in vivo thrombin generation in HB mice compared to the
CHO-cell derived-rFIX (BIX) (Fig. 2B). Endogenous Thrombin Potential (ETP), maximum
thrombin peak and TG velocity induced by HIX were all statistically higher than BIX and
were comparable to MIX circulating at higher concentrations in plasma. These data
show really a higher in vivo procoagulant activity of the rFIX molecule produced by HuH-

7 cell line.

In spite of our mass-spectrometry experiments which were showing a mix of
phosphorylated/non phosphorylated molecule [8], serine phosphorylation at position
serine 158 (S158) of HIX was evaluated only at 14%, which reflects a limited capacity of
this clone to perform this modification. Our technique for measuring phosphorylation
rate of FIX molecules was built on previous research from Arruda et al,, 2001 [12], who
were evaluated the phosphorylation rate of their myotube-derived FIX at 16%.
According to published data [14], CHO-derived recombinant FIX contains no
phosphorylation at this position. Thus, HIX is poorly phosphorylated at this residue, and,
as it has been observed with HEK-derived recombinant FIX [6] the specific activity was
not affected. This raises the question of the phosphorylation efficiency on the serine 158
(S158) in FIX secreted by our cellular clone. Previous results have demonstrated that
phosphorylation on serine containing S-X-E motifs in secreted plasmatic
phosphoproteins can be introduced along the secretory pathway by the Golgi apparatus
casein kinase [15, 16]. This Golgi apparatus casein-kinase has been identified as the
FAM20C-kinase (or DMP-4) and led to solve a 130-year-old mystery [17, 18]. FAM20C-
kinase is present in plasma and it is synthesized by liver [19] implicated in

biomineralization, including the small integrin-binding ligand and liver secreted N-
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linked glycoproteins like FIX or factor V [17]. Recently, a new rFIX produced by porcine
mammalian cells and secreted in porcine milk has been described with improved PTMs
such as activation-peptide phosphorylation at 40% [20]; in accordance with this data,
we may speculate that the casein-kinase present in the milk might contribute to the
phosphorylation of the molecule. Using an anti-FAM20C-kinase antibody (Anti DMP-4,
Sigma), western blot analysis showed that FAM20C-kinase was also expressed by HepG2
and HuH-7 cells (data not shown). However, the low phosphorylation rate of S158 in HIX
suggests that FAM20C-kinase identified in the HuH-7 cell lysates might not be fully
functional. Oligosaccharide composition on FIX activation peptide could also be focused
as demonstrated when N-glycan analysis on MIX and BIX was done by Chevreux et al
2013 [14]. Such a glycosylation mapping of HIX could provide additional information
concerning the better efficiency of our HuH-7-cell-derived FIX than the two commercial

molecules in term of velocity and thrombin peak.

In conclusion, as reported before, HuH-7 cells have the advantage to produce a rFIX with
glycosylation and sialylation profiles similar to plasma-derived FIX and containing
sulfated forms of rFIX as shown with mass spectrometry analysis [8]. Taken together,
these characteristics may contribute to the improved in vivo haemostatic efficacy of
HuH-7 derived-rFIX in HB mice. However, despite the expression of Fam20C-kinase,
HuH-7 cells do not significantly improve the phosphorylation of rFIX. A human hepatic
cell line producing a rFIX with similar safety advantages to the reference rFIX currently
used in clinics, with improved PTM and better procoagulant activity might be of interest

to produce bioengineered rFIX molecules with improved specific activity or half-life.
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Figure legends

Figure 1: Functional characterization of FIX molecules. (A) FVIla/TF (1.67nM and
1.48nM) was added to 167nM MIX, BIX or HIX for 20 min. Aliquots were removed at
timed intervals and the reaction was quenched with SDS-PAGE reducing loading buffer
containing 5mM EDTA. Gels were blotted to nitrocellulose and stained with a polyclonal
anti-human FIX antibody synthetized in the laboratory. (B) Thrombin peak and velocity
constants represented at different FIX concentrations mixed 1:1 with hemophilia B
patient plasma to determine the level of FIX activity necessary for restoration of
thrombin generation. The resulting data was transformed using manufacturer’s
software to yield thrombin generation curves, peak thrombin concentration and index

velocity. HIX (gray circles), BIX (black circles) and MIX (empty circles).

Figure 2: Comparison of In vivo recoveries of BIX, MIX and HIX. The FIX preparations
were administered to FIX-knock-out mice intravenously at a nominal dose of 75 U/kg.
Citrate plasmas were obtained by veina-cava puncture after 2min. (A) FIX levels in
plasmas were determined by FIX-ELISA (Asserachrom FIX, DiagnosticaStago). (B)
Coagulant capacities were explored in plasmas using TGT experiments: ETP, Thrombin
peak and velocity constants. Mann Whitney tests between TGT values observed two

minutes after injection of HIX, MIX and BIX into hemophilia B mice were performed.
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In vivo efficacy of human recombinant Factor IX produced by the human Hepatoma cell line HuH-7.
Nathalie Enjolras, Eloise Pérot, Sandra Le Quellec, Alice Indalecio, Jonathan Girard, Claude Negrier
and Yesim Dargaud.

Figure 1 : Functional characterization of FIX molecules. (A) FVIIa/TF (1.67nM and 1.48nM) was added to
167nM MIX, BIX or HIX for 20 min. Aliquots were removed at timed intervals and the reaction was quenched
with SDS-PAGE reducing loading buffer containing 5mM EDTA. Gels were blotted to nitrocellulose and
stained with a polyclonal anti-human FIX antibody synthetized in the laboratory. (B) Thrombin peak and
velocity constants represented at different FIX concentrations mixed 1:1 with hemophilia B patient plasma
to determine the level of FIX activity necessary for restoration of thrombin generation. The resulting data
was transformed using manufacturer’s software to yield thrombin generation curves, peak thrombin
concentration and index velocity. HIX (gray circles), BIX (black circles) and MIX (empty circles).
209%x297mm (150 x 150 DPI)
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In vivo efficacy of human recombinant Factor IX produced by the human Hepatoma cell line HuH-7.
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Yesim Dargaud.

Figure 2 : Comparison of In vivo recoveries of BIX, MIX and HIX. The FIX preparations were administered to
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cava puncture after 2min. (A) FIX levels in plasmas were determlned by FIX-ELISA (Asserachrom FIX,
DiagnosticaStago). (B) Coagulant capacities were explored in plasmas using TGT experiments: ETP,
Thrombin peak and velocity constants. Mann Whitney tests between TGT values observed two minutes after
injection of HIX, MIX and BIX into hemophilia B mice were performed.
529x705mm (72 x 72 DPI)

134
Enjolras, 2014 (Haemophilia)



Chapitre II: Amélioration in vitro et in vivo de l'activité coagulante du

facteur IX humain recombinant. Caractérisation des mutants FIX-E410.

L’étude a fait 'objet d’'une communication affichée et commentée lors du 24° congrés de I'ISTH, ainsi
qgue d’un article soumis au journal Thrombosis Research, celui-ci est inclus dans le manuscrit aux
pages 147-172. Les résultats détaillés et les figures associées sont présentés dans I'article. De plus,

des résultats ainsi que des figures supplémentaires sont discutés dans ce manuscrit.

Notre objectif était ici de produire et de caractériser in vitro et in vivo de nouvelles molécules de rFIX

présentant une activité coagulante améliorée.

I1.1- Production des molécules de FIX par la lignée cellulaire Huh-7

Aprés les deux études réalisées sur la lignée cellulaire Huh-7 et présentées dans le manuscrit aux
pages 113-120 et 123-134, ce systeme de production ainsi validé a servi comme outil cellulaire pour

la suite de nos travaux sur le FIX.

Une étude préalable a d’abord été réalisée afin de vérifier la capacité de la lignée Huh-7 a exprimer
les plasmides pcDNA contenant les ADNc mutés correspondant aux FIX modifiés. L'étude de la
sécrétion et de la capacité coagulante des FIX-E410 dans les surnageants cellulaires apres
transfection transitoire a été résumée dans la Figure 33. Les taux de sécrétion des FIX-E410 étaient
plus faibles (0.98 + 0.08 pg/ml) que ceux observés pour le FIX-WT (1.81 + 0.17 pg/ml). Les activités
spécifiques (en Ul/mg) des FIX mutants déterminées par la méthode chronométrique étaient 2,4 a
7,5 fois plus élevées que celui de la molécule wild-type (Figure 33 A), avec p-value=0.0004 pour le
FIX-E410N et p-value<0.0001 pour les autres FIX-E410. Enfin, I'analyse par western blot a permis de
visualiser le FIX-WT et les signaux des FIX-E410 sous la forme d’une seule bande correspondant au

poids moléculaire attendu (Figure 33 B).

Cette premiére approche nous a permis de confirmer la pertinence du systeme cellulaire choisi et de

vérifier notre hypothése concernant un changement de I'activité des FIX-E410.

De fagon a obtenir les différentes molécules mutées en grande quantité, I'étude a été poursuivie par
la génération de clones cellulaires stables capables de produire les différentes molécules
recombinantes FIX-E410 dans le milieu de culture. Ces clones ont été sélectionnés en fonction de leur
capacité de sécrétion du FIX. L'activité spécifique coagulante de chaque molécule présente dans les

surnageants des clones choisis a également été corrélée aux résultats obtenus dans les expériences
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de transfections transitoires. Le FIX-WT a été utilisé comme référence tout au long de I'étude, il a

donc subi les mémes procédés de production et de purification que les FIX modifiés.
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Figure 33. Sécrétion des molécules de FIX par les cellules Huh-7. Les cellules ont été transfectées transitoirement par les
plasmides pcDNA-FIX-WT et pcDNA-FIX-E410. Les surnageants cellulaires ont ensuite été analysés par test ELISA, par
méthode chronométrique sur coagulomeétre DestinyMax® (A) et par électrophorese suivi d’'un western blot (B).

Les parties C-terminales des sérines protéases FIX [98], FVII [244] et PC [245] sont connues pour étre
impliquées dans la sécrétion. Lors de notre étude, les taux de FIX-E410 sécrétés dans les milieux
extracellulaires, lors des transfections transitoires (Figure 33) ou lors de la production par les clones
(Figure 1 de l'article), étaient toujours significativement plus faibles que ceux du FIX-WT. Ces
résultats ont montré que le résidu E410 jouait effectivement un réle dans la sécrétion du FIX.
Cependant, le glutamate E410 ne fait pas parti des résidus conservés de la partie C-terminale de ces
sérines protéases contrairement a la tyrosine Y404 (Figure 34), récemment décrite comme ayant un
réle crucial dans la sécrétion [99]. Notre hypothese était que le résidu E410 participait indirectement
a la sécrétion en permettant le maintien de la structure de la région 403-415 [98] et plus

particulierement en aidant a la bonne orientation du groupement phényl du résidu Y404.
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Figure 34. Alignement des séquences des régions carboxy-terminales des protéines FIX, FVII, PC et FX, d’aprés Branchini
etal., 2013 [99].

I1.2- Amélioration in vitro de I'efficacité du FIX

Une analyse plus précise de I'amélioration de I'efficacité des FIX mutants purifiés a été menée dans

un premier temps in vitro.

La méthode chromogénique a montré que les FIX-E410 étaient 1.7 a 5 fois plus actifs que le FIX-WT.
Ce dernier présentait une pleine activité (100 Ul/dl) a une concentration de 5 pg/ml, alors que
seulement 1 pg/ml de FIX-E410H était nécessaire pour atteindre cette méme activité, faisant de ce
mutant le plus actif par rapport aux trois autres FIX-E410 étudiés. Des expériences de capacité de
génération de thrombine sur des plasmas de patients hémophiles B supplémentés par 5 et 30 Ul/dI
de FIX ont également confirmé cette tendance. Les résultats des essais cliniques de thérapie génique
chez des patients hémophiles B séveres publiés en 2011 [215] ont décrit le maintien d’un taux
circulant de FIX compris entre 1.5 et 6 Ul/dl. Dans notre étude, le pic de thrombine générée avec
5 Ul/dl de FIX-E410H (461.36 nM) était largement supérieur a celui généré par 30 Ul/dl de FIX-WT
(288.78 nM) (Table 1 de Iarticle). Etant donné qu’un taux circulant de 30 Ul/dl de FIX est proche de la
limite supérieure fixée dans la définition d’une forme mineure de I’hémophilie, nous avons ainsi émis
I'hypothese que l'utilisation du FIX-E410H en thérapie génique pourrait permettre d’obtenir une
génération de thrombine similaire a celle observée chez des patients non hémophiles, permettant

ainsi de palier aux faibles taux de FIX obtenus en thérapie génique.

I1.3- Amélioration in vivo de 'efficacité du FIX
L’efficacité de chaque molécule a ensuite été testée in vivo par injection a des souris hémophiles B.
Notre projet a été soumis au comité d’éthique et accepté sous le protocole N° BH2013-03. Dans un

souci de préservation des vies animales, le plan d’expérimentation a été défini de facon a n’utiliser
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gu’un nombre minimal d’animaux (initialement n=30) tout en permettant de réaliser une analyse
statistique fiable par méthode non paramétrique. Seuls le FIX-E410H, le Benefix® et le FIX-WT ont fait
I'objet d’une étude in vivo compléte. Ces deux derniers ont été utilisés comme molécules de

référence.

Les valeurs d’activité et de capacité de génération de thrombine étaient a nouveau significativement
plus élevées pour le plasma de souris injectées par le FIX-E410H en comparaison de celui des souris
ayant recgues le FIX-WT. Cette augmentation d’activité était d’autant plus significative que le
FIX-E410H se trouvait étre en réalité a une concentration dans le plasma murin 3,5 fois moindre que
le Benefix® et le FIX-WT (Figure 4 de l'article). En considérant les concentrations plasmatiques
observées (Figure 35), le FIX-E410H (2073 + 94.72 Ul/mg) présentait une activité spécifique 5,8 fois
plus élevée (p-value=0.0286) que celui du FIX-WT (356.1 + 13.65 Ul/mg). Cependant, lors des études
de pharmacocinétique, le taux de FIX-E410H détecté dans le plasma aux temps 2, 30, 90 et
300 minutes restaient inférieurs a ceux des molécules de références (Figure 5 de I'article). En effet, le

FIX-E410H et le FIX-WT avaient respectivement des demi-vies de 11,15 et 16,50 minutes.
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Figure 35. Comparaison des activités coagulante (Ul/dl) et spécifique (Ul/mg) observées dans les plasmas des souris
hémophiles B deux minutes apres injection des différents FIX (n=4-6 par groupe). Les activités spécifiques ont été calculées
en fonction de la concentration en FIX observée dans le plasma pauvre en plaquettes. Les valeurs sont présentées sous
forme de moyenne + écart type.
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I1.4- Etude de la concentration du FIX-E410H dans le plasma murin

Afin de savoir si cette diminution du taux de récupération était liée a la mutation E410H, nous avons
également injecté les molécules purifiées FIX-E410L et FIX-E410A a des souris hémophiles B. La Figure
36 présente les concentrations en FIX présentes dans le plasma aprés deux minutes. Les taux
circulants des deux autres FIX mutés ont été identifiés a 0.51 + 0.03 pg/ml pour le FIX-E410L et
0.58 £ 0.04 pg/ml pour le FIX-E410A. Des tests statistiques de Mann Whitney n’ont montré aucune
différence significative entre les trois FIX mutants, éloignant ainsi cette premiére hypothése ou
confirmant le fait qu’une mutation au niveau du résidu E410 avait une incidence sur le taux de

récupération indépendamment de la nature de I'acide aminé se trouvant en cette position.

2.5
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Figure 36. Molécules de FIX présentes dans le plasma 2 min apreés injection. FIX-WT et FIX-E410H, L et A ont été injectés a
des souris hémophiles B (n=4-6 par groupe) via le sinus retro-orbital. Le Benefix® a été injecté comme référence dans les
mémes conditions. Deux minutes apres injection, des échantillons de sang ont été collectés via la veine cave inférieure. Les
échantillons ont été centrifugés de fagon a sédimenter les plaquettes et autres types cellulaires. Les concentrations en FIX
dans le plasma pauvre en plaquettes ont été déterminées par un test ELISA. Les valeurs sont présentées sous forme de
moyenne + écart type.

Une autre question s’est alors posée a savoir s'il existait des taux résiduels de FIXa dans nos
préparations, la forme n’étant que peu reconnue par I'ELISA mais seulement visualisée apres
électrophorese et active lors des mesures de générations de thrombine. En effet, une présentation
lors du 53° congrés de I'ASH (American Society of Hematology) décrivait des générations de
thrombine significatives induites par des traces de FIXa présentes dans un concentré de FIX
commercial, tel que le Benefix® [246]. Cette présentation allait méme jusqu’a proposer les tests de
génération de thrombine comme outil pour le dosage des fractions de FIXa présentes dans les
produits commercialisés. La présence de FIXa, a des taux différents, dans les échantillons de plasma
aurait pu expliquer cette absence de corrélation entre concentration et activité. En effet, la

concentration en FIX était déterminée par un test ELISA qui ne détecte pas de la méme maniere le
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FIX et le FIXa. L’absence de FIXa dans les solutions de FIX-E410H, de Benefix® et de FIX-WT avant et

apreés injection a alors été vérifiée par western blot et aucune traces de FIXa n’a été observée.

Par la suite, nous avons émis I'hypothése d’une rétention possible du FIX et notamment des
molécules mutées au niveau de la paroi endothéliale des vaisseaux des souris injectées. Des
expériences de liaison du FIX a deux types cellulaires différents ont alors été menées. Le premier type
cellulaire choisi a été la lignée de cellules endothéliales humaines EAhy926. En effet, de telles
expériences ont déja été réalisées pour caractériser les liaisons entre FIX et cellules endothéliales
[101,112,115]. Ces études ont montré que le domaine Gla, la zone hydrophobe et le domaine EGF-1
du FIX étaient responsables de la liaison avec les membranes cellulaires. De plus, une étude récente
sur les souris hémophiles B a montré la présence de stocks extravasculaires de FIX [247]. Cette étude
montre que le FIX continue a avoir une activité coagulante en empéchant les saignements méme
apres que le taux de FIX dans le sang ait été inférieur a 1 Ul/dl durant plusieurs jours. Les processus
menant a l'existence de ces stocks sont liés a la reconnaissance du collagéne IV des cellules
endothéliales par le FIX. Nos expériences ont consisté a incuber a différents temps le FIX-WT et le
FIX-E410H sur un tapis cellulaire EAhy926 en présence d’ions Ca** et avec ou sans FVilla. Aucune

différence significative de liaison a ces cellules n’a été observée entre le FIX-E410H et le FIX-WT.

De par leur role clef dans la liaison avec les facteurs de la coagulation FIX [5,107,111,248], les
plaquettes ont été suspectées comme entité cellulaire ayant une liaison possiblement améliorée
avec le FIX muté. Des expériences de cinétique de liaison des FIX purifiés (de 2 a 5 pg/ml) a une
suspension de plaquettes purifiées de souris hémophiles B (500 a 2000.10° plaquettes) ont révélé
que 20 % du FIX-E410H initial était retenu par les plaquettes de souris apres 2 minutes de contact,
alors que les taux de FIX-WT n’avaient baissé que de 10 % (Figure 37 A). Une deuxieme étude de
liaison aux plaquettes a été réalisée cette fois a I'aide de plaquettes sanguines d’origine humaine
(Figure 37 B). Apres une heure d’incubation, le pourcentage de FIX-E410H lié aux plaquettes
humaines atteint une valeur de 40 %, ce qui est 1,6 fois plus élevé que pour les plaquettes murines.
La méme augmentation a été observée pour la molécule wild-type avec un pourcentage de FIX-WT
lié aux plaquettes humaines de 33 % apres 60 minutes. Dans les deux cas le FIX-WT est retenu par les
plaquettes sanguines qu’elles soient humaines ou murines mais la substitution d’un acide aminé au
niveau de la position E410 augmente cette rétention ex vivo. De plus, quelle que soit la molécule de
FIX, il apparait que le FIX se lie de facon saturante dés deux minutes aux plaquettes murines tandis

que la liaison aux plaquettes humaines est plus progressive.
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A) Liaison FIX / plaquettes murines B) Liaison FIX / plaquettes humaines
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Figure 37. Liaison du FIX aux plaquettes murines (A) et humaines (B). FIX-WT et FIX-E410H ont été incubés a 37°C avec des
plaquettes murines (500—2000.106 plaquettes/ml) ou humaines (150.106 plaquettes/ml). Aux temps 2, (15,) 30 et 60 min, les
échantillons prélevés ont été centrifugés afin d’éliminer les plaquettes et le FIX lié aux plaquettes. Le pourcentage de FIX lié
a été déduit du pourcentage de FIX restant dans le surnageant et dosé par méthode ELISA. Les résultats de la Figure 37A
sont présentés sous forme de moyenne + écart-type. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour chaque temps:a 2 min,
p-value=0.0087 ; a 30 min, p-value=0.0450 ; a 60 min, les moyennes n’étaient pas significativement différentes.

Les valeurs obtenues lors de la liaison aux plaquettes murines ont apporté des éléments nouveaux
pouvant interpréter la différence de concentration en FIX muté versus FIX-WT observée apres
injection chez les souris hémophiles B. La plus forte liaison aux plaquettes observée pouvait résulter
d’un changement dans la conformation du FIX-E410H d{ a la présence du résidu histidine. Il existe
environ 300 sites de fixation du FIX sur les plaquettes [107] et jusqu’a présent, les résidus du FIX
décrits comme impliqués dans la liaison aux plaquettes étaient les résidus 3-11 du domaine Gla [108]
et les résidus 88-109 du domaine EGF-2 [111]. Nos résultats portaient a croire que le glutamate E410

serait également directement ou indirectement impliqué dans cette liaison.

IL.5- Caractérisation biochimique des FIX mutants. Explication de l'augmentation

d’activité observée.

Afin de comprendre les mécanismes permettant I'augmentation in vitro et in vivo de I'activité

coagulante des FIX-E410, une caractérisation biochimique compléete a été menée.

IL.5.1- Etude de l'activation des FIX-E410
Des cinétiques d’activation de quantités équivalentes en FIX-E410H et FIX-WT ont d’abord été
réalisées, a |'aide du FXla (Figure 4 de I'article) ou du complexe FVIla-FT (Figure 38 du manuscrit). Les
FIX étudiés ici ont présenté le méme comportement lors des cinétiques d’activation, a savoir
I'apparition des deux signaux correspondant aux chaines lourde et légére du FIXa, apres
électrophorése et western blot. Les FIX n’étant pas totalement activés aprés deux heures

d’incubation par le FXla, le temps de réaction (5 heures) et le ratio FXla/FIX (35 au lieu de 40) ont été
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modifiés jusqu’a observer des FIX-WT et FIX-E410 pleinement clivés (Figure 39). Aucune différence de
capacité a étre activé par le FXla ou le complexe FVlla-FT n’ayant été observée entre les FIX mutants
et le FIX-WT lors de ces expériences, nous pouvions déduire que I'amélioration de I'activité ne

pouvait étre expliquée par une activation plus rapide ou plus efficace.
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Figure 38. Cinétique d’activation du FIX-WT (A) et du FIX-E410H (B) par le complexe FVIla-FT. A différents temps, des
aliquots ont été prélevés et la réaction a été arrétée par ajout de tampon Laemmli [6X] contenant de 'EDTA. Les FIXa ont
ensuite été visualisés par western blot. Le FIXa commercial a été utilisé comme référence. kDa : kilo Dalton.
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Figure 39. Pleine activation du FIX-WT et des mutants FIX-E410. Les FIX ont été activés 5h a 37°C par le FXla avant d’étre
analysés par une électrophorése SDS-PAGE suivie d’un western blot anti-FIX. kDa : kilo Dalton.

L’explication de I'augmentation d’activité spécifique a donc été orientée vers la capacité de chaque
FIX a générer du FXa avec ou sans FVIlla. Pour ces expériences, les FIXa ont été activés par le FXla et
les taux de molécules ainsi générées ont été titrés en présence d’ATIII par une méthode décrite dans

la littérature [111,249] (Figure 40).
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Figure 40. Titration des sites actifs des FIXa en présence d’AT. Les molécules de FIXa ont été inactivées par des
concentrations croissantes d’AT comme décrit dans la Partie Ill du manuscrit.

IL.5.2- Détermination des paramétres cinétiques
Afin de mieux évaluer la fagon dont les FIX mutants interagissaient avec leur substrat, le FX et leur
cofacteur, le FVIlla, les constantes biochimiques de liaisons des FIXa ont été déterminées par des

réactions de génération de FXa en absence ou en présence de FVllla (Figure 41).

Le Km représente I'affinité de I'enzyme (FIXa) pour son substrat (FX). Plus le Km est faible, plus
I'activité enzymatique maximale est atteinte pour une faible concentration de substrat. En absence

de FVIlla, les Km des FIXa-E410 étaient diminués d’un facteur 2 par rapport au FIXa-WT.

Le kcat est la vitesse a laquelle I'enzyme réalise la catalyse de son substrat en conditions saturantes
en substrat. Ici, les valeurs des kcat n’étaient pas significativement différentes. Ainsi les rapports
kcat/Km des FIX mutants se trouvaient étre inversement proportionnels aux Km. Cette observation
traduisait une meilleure efficacité catalytique du FIXa muté pour le clivage du FX en FXa, et ce, grace

a une interaction plus forte avec le FX.

La présence de FVllla dans les réactions de génération de FXa a entrainé I'augmentation d’un facteur
10* de I'ensemble des kcat/Km, montrant ainsi une trés nette amélioration de la spécificité des FIXa
wild-type et mutants pour le FX grace a son cofacteur qui lui permet d’acquérir une conformation
optimale au sein du complexe tenase. Les valeurs de kcat des FIX mutants étaient jusqu’a 2,5 fois
plus élevées que celle du FIX-WT. Les FIXa-E410 clivaient donc 2,5 fois plus de molécules de FX en
FXa, au sein du complexe tenase, pour une durée donnée. Le FVIlla assurait donc aux FIXa mutants
une meilleure efficacité de réaction en terme de vitesse de génération de FXa, traduisant tres
vraisemblablement une meilleure affinité FIXa/FVllla. Ce résultat était confirmé par une
augmentation de la Vmax jusqu’a 3,9 fois par rapport au FIX-WT. Les valeurs de Kd apparent (Kd,app)

obtenues confirmaient également I’hypothése d’amélioration d’affinité des FIXa-E410 pour le FVllla.
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I1.5.3- Etude de I'affinité FIXa/FVIIla par résonance des plasmons de surface (SPR)
De fagon a corroborer les valeurs des constantes cinétiques et de confirmer une meilleure affinité de
liaison des FIX-E410 pour le FVIlla par rapport a celle du FIX-WT, des expériences de SPR ont été
menées. Plusieurs concentrations (0-60 nM) des différents FIXa-E410 et du FIXa-WT ont été incubées
avec le domaine A2 du FVIllla couplé a une puce CM5 dans un systeme Biacore T100 comme décrit
dans la Partie Il du manuscrit a la page 109. Trois des FIX mutés ont effectivement présenté de
meilleurs taux d’association pour le domaine A2 du FVIlla, en comparaison de ceux du FIXa-WT utilisé
comme référence (Figure 42). Le FIX-E410N, qui possédait pourtant un Kd,app plus faible que le FIX-
WT (Figure 41), n’a pas démontré d’amélioration d’association avec le domaine A2 du FVllla et ce,
malgré une augmentation de son activité coagulante. Ce dernier résultat confirmait que
I’amélioration d’activité des FIX mutés n’était tres certainement pas seulement due a une meilleure

affinité pour le cofacteur, le FVllla, mais aussi pour son substrat, le FX.
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Figure 42. Association des FIXa avec le domaine A2 isolé du FVIlla. L’association a été enregistrée et la quantité de FIXa lié
au domaine A2 a été exprimé en taux de FIXa (Unités de réponse) associé apres 180 secondes.

I1.6- Conclusion et perspectives

Lors de cette étude, nous avons pu produire et caractériser quatre nouveaux FIX recombinants ayant
une activité coagulante augmentée. La caractérisation et I'étude des interactions des FIX-E410 a
permis de confirmer I'importance de la partie C-terminale dans la sécrétion du FIX ainsi que du résidu
E410 dans la liaison au FVllla lors de la formation du complexe tenase intrinseque. Nos résultats
apportent également un nouveau questionnement quant a I'implication de la partie C-terminale du

FIX dans la liaison aux plaquettes.
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Enfin, notre étude a permis de générer un nouveau FIX recombinant a activité spécifique augmentée
5 fois in vitro et in vivo. Cette nouvelle molécule pourrait étre utilisée en prophylaxie ou lors
d’expériences de thérapie génique et nous envisageons d’utiliser prochainement ce nouveau FIX-
E410H afin de mener des essais précliniques de thérapie génique sur des souris hémophiles B. Nous
envisageons également de générer cette mutation sur la protéine de fusion FIX-FXIIIB qui fait I'objet

du deuxiéme axe de recherche de ce travail sur le FIX.
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Abstract

Introduction: Hemophilia B is an inherited X-linked recessive bleeding disorder, due to a defect in
human factor IX (FIX). The main treatment for hemophilia B is replacement therapy using FIX
concentrates. Prophylactic treatment in severe hemophilia B is very effective but is limited by cost
issues. Production of a recombinant FIX (rFIX) with enhanced clotting activity, offering the possibility
of fewer infusions and fewer costs with similar efficacy, is one of the current challenges for
hemophilia B treatment. The present study focused on an important amino acid sequence known to
be involved in the interaction of activated FIX (FIXa) with its cofactor, activated factor VIII (FVIila).
Materials and Methods: Using site-directed mutagenesis of glutamate E410 (c240, chymotrypsin
numbering), four recombinant FIX-E410 (E410H, A, L and N) mutants were developed and produced
by the human hepatoma cell line Huh-7. Results: The in-vitro clotting activity of mutant FIX molecules
was 3 to 5-fold higher than wild-type recombinant FIX (FIX-WT). FIX-E410H compound showed the
highest in-vitro procoagulant activity. Enhanced specific activity was confirmed using thrombin
generation assay. FIX-E410H induced 5.2-fold higher thrombin generation than FIX-WT. In hemophilia
B mice, we observed significantly higher in-vivo clotting activity and thrombin generating capacity
with FIX-E410H compared to FIX-WT. We demonstrated that increased procoagulant activity of FIX-
E410H was mainly explained by 2.5- fold enhanced affinity of the mutant for human FVllla.
Conclusion: We have engineered and characterized four improved FIX proteins with enhanced in-

vitro and in-vivo activity. Future studies are required to evaluate the immunogenicity of FIX-E410.

Keywords

Recombinant factor IX (rFIX) , Huh-7 cell line, glutamate 410, enhanced specific activity, hemophilia B

mice
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Introduction

Hemophilia B (HB) is an X-linked inherited recessive bleeding disorder characterized by a deficiency in
human factor IX (FIX). Patients with hemophilia B are commonly treated with protein replacement
therapy, using recombinant or plasma derived-FIX concentrates (1). Prophylactic therapy beginning
at an early age should be considered the evidence-based treatment of choice for children with severe
hemophilia, enabling normal physical, psychologic, and social development (2,3). Prophylaxis
protocols are, however, demanding on peripheral veins and very expensive (4). Prophylaxis using
bioengineered recombinant FIX molecules with enhanced clotting activity, offering similar clinical
efficacy and lower costs, may be of great interest. The development of new FIX molecules with

increased specific activity is therefore one of the current challenges of hemophilia B treatment (5-9).

FIX is a vitamin K dependent serine protease synthetized in the liver (10). During the coagulation
process, plasma FIX is activated FIX (FIXa) by either tissue factor/factor Vila complex (extrinsic
pathway) or factor Xla (FXla). In the presence of Ca2+, platelet membrane phospholipids and FVllia
cofactor, FIXa hydrolyses one arginine-isoleucine bond in factor X to form factor Xa (FXa) (11). The
intrinsic tenase complex, formed by FVllla/FIXa/phospholipids, activates FX at a 50-100 fold-higher
rate than the extrinsic tenase complex and it is 10° to 10° fold more active than FIXa alone as a FX
activator (12). Patients with hemophilia have impaired platelet surface FXa generation and a failure
of the thrombin generation. Affinity improvement of the FIXa for FX or FVIlla could be therefore a
valuable strategy to increase the catalytic activity of FIX and the therapeutic index of replacement

therapy, by permitting administration of lower doses to achieve the same therapeutic outcome.

Some specific regions of the FIXa molecule are known to play a critical role in the binding to FX but
not to FVIlla. It has been shown that modifications in the FIX surface loop 99 (residues 256-268) can
considerably increase FIX activity for FX in the absence of FVllla (13,14). Single amino acid
substitutions at arginine R338 were described (5,6). This region of the protein is important for FVilla
binding, and inducing a single amino acid mutation at this position increases the efficiency of the
binding of FIXa to FVllla. Promising results were reported for gene therapy in hemophilia B mice
using FIX-R338L (7); and recently, FIX variants with several substitutions including R338A or R338L
mutations showed significantly enhanced clotting activity in hemophilia B mice, due to tighter

binding to FVIlla (8,9).

The aim of the present study was to develop and characterize a novel recombinant human FIX (rhFIX)
molecule, with increased clotting activity. We hypothesized that single amino acid substitution at

residue E410 (c240, chymotrypsin numbering), involved in interaction between the protease domain
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of FIXa and the A2 subunit of FVllla (15), might improve the affinity of FIXa to FVIlla. We designed
four modified rhFIX mutants with a substitution at glutamate E410 (E410H, E410A, E410L and
E410N). FIX-E410 mutants were produced using human hepatoma cell line Huh-7, an effective
cellular system for production of rhFIX with improved posttranslational modifications compared to
CHO cells-derived rhFIX (16). FIX-E410 mutants described here have higher affinity towards FVIlla and

therefore five fold- enhanced in-vitro and in-vivo hemostatic efficacy.

150
Perot, 2014 (Thrombosis Research)



Materials and methods
In-vitro mutagenesis

Mutated FIX plasmids were derived by site-directed mutagenesis on the pcDNA-FIX-WT plasmid,
coding for FIX wild-type (FIX-WT) and containing a truncated intron 1 (17), with a PCR-based method
using the QuickChange® site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The forward
primers used to introduce nucleotide substitutions at glutamateE410 (numbering is relative to the
amino-terminal tyrosine [position 1] of the circulating zymogen) were:
5’-GTCAACTGGATTAAGCATAAAACAAAGCTCACT-3’ (E410H);
5’-GTCAACTGGATTAAGGCTAAAACAAAGCTCACT-3’ (E410A);
5’-GTCAACTGGATTAAGTTAAAAACAAAGCTCACT-3’ (E410L) and
5’-GTCAACTGGATTAAGAATAAAACAAAGCTCACT-3’ (E410N).

Reverse primers were complementary to these oligonucleotides. The four cDNAs coding for FIX-E410

(FIX-E410H, A, L or N) mutants were sequenced.

Expression of FIX molecules in human cells

Transfection assays
The Huh-7 human hepatocellular carcinoma cell line (JCRB0403) was maintained as previously
described (16). To ensure that Huh-7 cells could secrete FIX-E410 properly, they were transiently
transfected with pcDNA-FIX-E410H, pcDNA-FIX-E410A pcDNA-FIX-E410L, pcDNA-FIX-E410N and
pPcDNA-FIX-WT (used as a control) into 6-well plates using FUGENE-6® (Roche, Neuilly-sur-Seine,
France). Forty-eight hours after transfection, supernatants containing fetal-calf-serum (FCS, 10%)
were collected for ELISA and FIX activity assays. HYQ medium without FCS was handed on the cell

layer overnight, collected and then subjected to SDS-PAGE followed by immunoblotting.

Selection of Huh-7 clones and production of FIX
In order to produce FIX-WT and FIX-E410 at large scale, Huh-7 cells plated in Petri dishes
(1x106cells/dish) were transfected with corresponded pcDNA expression vectors. After transfection,
geneticin (G418, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) was regularly added to a final concentration of
0.4 mg/ml in cell media. G418 resistant clones, appeared after one month, were scrapped and
individually inoculated in a 96-well plate. For each FIX molecule, the highest producer clone was
amplified from T25 flask to roller-bottles (Cellmaster rollerbottles, Greiner BioOne, Brumath, France).
FIX-WT and FIX-E410 were produced in roller-bottles using a system of rotation IBS CellRoll (Integra

Biosciences, Cergy- Pontoise, France) and following the protocol previously described (16).
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FIX Purification

Supernatants from roller-bottles were pooled, filtered at 0.22 um before purification on an ion-
exchange chromatography unit (5 ml HiTrap™Q-FF unit, GE Healthcare, Orsay, France). FIX dialyzed
elutes were then loaded on a heparin affinity chromatography unit (1 ml HiTrap™Heparin HP, GE
Healthcare) firstly equilibrated with Phosphate 50mM, pH 7.2. FIX-WT and FIX-E410 were eluted
using a linear NaCl gradient and desalted by dialysis. Purified FIX compounds were evaluated by

ELISA, one-stage clotting assays and western blot analysis.
FIX Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

FIX concentration was measured using a FIX ELISA kit (Asserachrom®IX:Ag, Diagnostica Stago,
Asnieres, France). The kit uses rabbit anti-human FIX F(ab’)2 fragments and rabbit anti-human FIX

antibodies coupled with peroxidase.
Western blot

After a SDS-PAGE step, western blotting was used to visualize FIX molecules, following an already
described protocol (17). Briefly, primary antibodies were obtained from rabbit injected with rhFIX
(Benefix®) and secondary polyclonal antibodies were coupled with HorseRadish Peroxidase. The kit
Immun-Star™ (WesternC™ Chemiluminescent, BioRad, Hercules, CA, USA) was used to reveal FIX

molecules.
Activation time course of FIX by FXIa and FVIIa-TF complex

Recombinant activated FXI (FXla) 4.17 nM (Haematologic Technologies Inc., Essex Junction, USA) and
167 nM purified FIX were incubated at 37°C in buffer containing 20 mM Hepes, pH 7.4, 150 mM NaCl,
5 mM CaCl2 as previously described (18). Recombinant activated FVII (FVIla) (NovoSeven®, Novo
Nordisk, Upsala, Sweden) and recombinant tissue factor (TF) (Innovin®, Dade Behring, Franckfurt,
Germany) were added, at concentration of 1.67 nM and 1.48 nM respectively, to 167 nM FIX in the
same buffer supplemented with 20 uM PC:PS (75:25 of phosphatidylcholine: phosphatidylserine,
prepared in the laboratory by extrusion method (19)). For each activation time course, subsamples

were removed at different times and the reaction was quenched using Laemmli buffer [6X].
FIX Clotting activity

FIX clotting activity was determined with two methods i.e. one-stage clotting assay on a Destiny
Max® analyzer (Trinity-Biotech, Dublin, Ireland) (16) and chromogenic FIX assay using Biophen FIX kit

(Hyphen BioMed, Neuville sur Oise, France).
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Thrombin generation assay

In-vitro thrombin generation capacity was measured in a Fluoroscan Ascent fluorometer (Thermolab
systems QOY, Helsinki, Finland) according to the calibrated automated thrombography method, as
previously described (20,21). Briefly, FIX deficient plasma (Cryo-check FIX deficient plasma, Precision
Biologic Inc, Darthmouth, NS, USA) was spiked with increasing concentrations of FIX-WT or FIX-E410

and thrombin generation was measured using a low concentration of tissue factor at 1pM.

In-vivo thrombin generating capacity induced by FIX-E410 or FIX-WT in hemophilia B mice, was

measured in mice plasma using 0.5pM of tissue factor, as previously described (22).
Determination of in-vitro Kinetic parameters of FIX

Preparation of FIXa mutants
Firstly, 116 nM FIX were fully activated by 3.35 nM FXla after 5h of incubation at 37°C, in the
presence of CaCl2. Activation of the FIX molecules was evaluated by SDS-PAGE/immunoblotting.
Concentrations of all FIXa variants were determined by active site titration using antithrombin (AT)
(23) without FVIlla and thrombin. The following method was adopted: FIXa solutions (~ 15 nM final)
were added to 0-15 nM AT (Diagnostica Stago) dilutions in Hepes buffer supplemented with 1 mg/ml
bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) and 0.5 pg/ml heparin. After 15
min of incubation at 37°C, activated factor X (FXa) generation was initiated by addition of 600 nM
factor X (FX) (Haematologic Technologies Inc.), 50 uM PC:PS and 3 mM CaCl2. The hydrolysis of
spectrozyme-FXa PNAPEP 1025 (Cryopep, Montpellier, France) allowed monitoring absorbance at
405 nm that was plotted as a function of the [AT]. Assuming 1 mol of FIXa was neutralized by 1 mol
of AT, the FIXa concentration in the reaction mix was determined as corresponding to the x-intercept

value.

Interaction of FIXa with FX
Interaction of FIXa with FX was studied by FXa generation assay in the absence or in the presence of
activated factor VIII (FVIlla), using a chromogenic FXa substrate PNAPEP 1025 (8,9,24). Factor Xa
concentrations were determined using a calibration curve obtained with several dilutions of FXa
(Haematologic Technologies Inc.) All experiments were performed in 20 mM Hepes, pH 7.4, 150 mM
NaCl containing 1 mg/ml BSA. In the assay without FVIlla, 50 ul of 0-1600 nM FX was added to a
solution of 25 pl with 40 nM FIXa and 80 uM PC:PS in a 96-well plate. The reaction was initiated
adding a mix containing 1 mM spectrozyme-FXa and 6 mM CaCl2. After 7 min incubation at 37°C, the
absorbance at 405 nm was monitored at 9-seconds intervals for 3 min using a THERMOmax®

microplate reader paired with SoftMax® Pro Software (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA).
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Because of its instability, FVIlla was prepared extemporaneously. Fifty microliters of activated FVIII
were first prepared incubating 12 nM FVIII (Kogenate® Bayer, Bayer Healthcare, Berkeley, CA, USA)
and 15 nM thrombin (Flla) (Haematologic Technologies Inc.) for 1 min at 37°C. Tenase complex
formation was performed 1 min after addition of 9nM FIXa and 90 uM PC:PS. The action of thrombin
was then blocked by 4 ATU of r-hirudin (Pentapharm, Basel, Switzerland) incubation. The complex
was mixed with a range of FX (0-200 nM final concentration), prepared extemporaneously in a 96-
well plate. Generation of FXa and chromogenic reaction were initiated by addition of CaCl2 solution
and PNAPEP 1025. After 2 min at 37°C, FXa generation was thus determined by measuring the

absorbance at 9-seconds intervals for 3 min.

Interaction of FIXa with FVIlla
Binding of FIXa to FVllla was determined at limiting concentration of FVllla (5). Briefly, 50 ul of FIXa 0
to 40 nM supplemented with 0.6 nM FVllla (freshly prepared) were added to 50 pl mix of 400 nM FX
and 1 M PNAPEP. After 3 minutes of incubation at 37°C, absorbance was measured at 9-seconds

intervals during 3 minutes.
Animal experiments: in-vivo activity of recombinant FIX molecules in HB mice

Experimental procedures were approved by the Animal Care Committee of University Lyonl, in
accordance with the European guidelines. HB mice B6.129P2-F9tm1Dws/J (25) were purchased from
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA). Mice (n=29) were injected with 10ug rhFIX Benefix®
(Pfizer, New York, NY, USA), recombinant FIX-WT or FIX-E410H per 20g body weight, to yield a
targeted circulating level of 5pug/ml (8). Benefix® used here was added to serum-free supernatants of
untransfected cells, and then purified in the same conditions than FIX-WT and FIX-E410H.Two
minutes later infusion, whole blood was collected from the inferior vena cava of 15 HB mice, as
previously described (22). Platelet poor plasma (PPP) was immediately prepared for ELISA and
thrombin generation assays. In 14 mice, blood samples were collected from the retro-orbital sinus at
2, 30, 90 and 300 minutes using silylated Pasteur pipettes. PPP was immediately prepared for ELISA

and chromogenic FIX activity assays.
FIX/mice platelets binding

Washed platelet suspension was prepared from pooled whole blood of five HB mice, using a well-
defined protocol (26). Platelets were thus resuspended in a physiological buffer with 2 mM of CaCl2
and without coagulation factors or other plasma components. After platelet count, 500 to 2000.10°

platelets/ml were incubated with 2 to 5pg/ml FIX-WT or FIX-E410H, at 37°C. At 2, 30 and 60 min,
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samples were collected and centrifuged at 10,000rpm during 30 seconds to remove platelets. FIX-

specific ELISA test was performed to determine FIX concentration in the supernatant plasma.
Data analysis

Concerning determination of kinetic parameters, the software SoftMax® Pro provided data analyzed
with an algorithm based on the Levenberg—Marquardt method. Initial velocity (Vmax) and Km values
of FX activation by FIXa, with or without FVIlla were determined using Michaelis-Menten equation
and GraphPad Prism 5®software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The apparent Kd values of

FIXa and FVllla were derived from calculations in GraphPad Prism 5®.

All data were expressed as mean + SEM. Groups were compared using Mann Whitney test in

GraphPad Prism 5®. An a priori o of p<0.05 was considered statistically significant.
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Results

Production of FIX molecules in Huh-7 cells

To investigate the impact of E410 mutations on FIX secretion, Huh-7 cells were transiently
transfected by pcDNA vectors containing the wild-type or mutant FIX cDNAs directed by a CMV
promoter. Thirty-six hours after transfection, culture supernatants were collected for ELISA, activity
assays and were submitted to electrophoresis in reducing conditions, followed by western blotting.
FIX-WT and FIX-E410 concentrations were 1.47+0.12 pg/ml and 0.87+0.09 pg/ml respectively. One-
stage clotting assay showed 2 to 6.5 -fold higher clotting activity with FIX-E410 compared to wild-
type FIX molecule. All secreted FIX-WT and FIX-E410 mutants were visualized as a single band with an

apparent molecular weight of 65 kDa (data not shown).

Stable Huh-7 clones producing FIX variants were obtained. The concentration of secreted FIX-WT was
0.48+0.04 pg/ml and the average concentration of FIX-E410 variants was 0.31+0.02 pg/ml (Fig.1A).
western blot analysis showed that both wild-type, variant FIX molecules and the control rhFIX

Benefix® presented the same expected molecular weight of 75 kDa (Fig.1B).
In-vitro procoagulant activity of FIX mutants

Factor IX clotting activity was measured using a chromogenic assay, in cell culture supernatants
containing FIX-WT or FIX-E410 variants. Our results showed that 5ug/ml of FIX-WT were necessary to
induce FIX activity at 100 1U/dI (Fig.2), whilst 1 to 3 pg/ml of FIX-E410 variants were sufficient to
achieve the same clotting activity. The highest increase of activity was obtained with the mutant FIX-

E410H showing a five-fold higher in-vitro activity compared to FIX-WT.

In-vitro thrombin generating capacity was measured for each molecule. FIX deficient plasma (FIX<1
IU/dl) was supplemented with 0 — 5 (0.25ug/ml) and 30 IU/dI (1.5pg/ml) of FIX. In the absence of
exogenous FIX, FIX deficient plasma showed very low peak thrombin and endogenous thrombin
potential (ETP) values at 14.58 nM and 384.33 nM/min respectively. Thrombin generation was dose
dependently improved with all tested FIX compounds. FIX-E410 variants induced higher thrombin
peak and ETP compared to FIX-WT (Table 1). In accordance with FIX clotting activity results, the
highest thrombin generation capacity was obtained with the mutant FIX-E410H at any tested

concentration (Table 1).
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Activation of FIX variants by FXIa and FVIIa-TF complex

Activation time courses of equimolar amounts of purified FIX-E410 mutants and FIX-WT were
induced by FXla or FVIla-TF complex. Representative activation time course profiles of FIX-WT and
FIX-E410H induced by FXla were presented in Fig.3. After two minutes of incubation with FXla, two
bands corresponding to the heavy and light chains of FIXa were observed for both FIX-WT and FIX-
E410H. However, FIX could not be fully activated despite a long incubation of two hours with FXla.
When the reaction time was extended to five hours and the molar ratio FXla/FIX was reduced from

40 to 35, FIX-E410 variants were completely activated (data not shown).
Improvement of the binding affinity to FVIIIa

To evaluate the interaction of FIX-E410 mutants with FX and FVllla, kinetic parameters of the
molecules were calculated and compared to FIX-WT (Table 2). In the absence of FVIlla, FIX molecules
exhibited a kcat/Km between 2825 and 4693 M™'.s™. In the presence of FVIlla, we observed a 10
fold increase of the kcat/Km ratio, demonstrating a greater specificity of FIX for FX and a correct

conformation of the intrinsic tenase complex.

In presence of FVllla, the apparent Kd of FIX-E410 varying from 1.55 to 2.35 nM were lower than the
Kd of FIX-WT 3.50 nM. The three variants FIX-E410H, FIX-E410L and FIX-E410A exhibited 2.1 to 2.6-
fold higher affinity for FVIlla while FIX-E410N had 1.5-fold higher affinity compared to FIX-WT. Finally,
the Vmax of the FIX-E410H (38.78 +01.81 nM FXa min™) was increased by 3.9 fold in comparison to
the FIX-WT (9.91 + 0.52 nM FXa min’).

Animal studies

Pharmacokinetic parameters of the FIX-E410H were compared to those of Benefix® and FIX-WT in
hemophilia B mice. Purified proteins were injected at the dosage of 10 pg FIX/ 20 mg body weight.
Two min after infusion, the concentration of Benefix® (1.43+0.04 pg/ml; p<0.0001) and FIX-WT
(1.7540.17 pg/ml; p=0.0011) in mice plasma were 3.3 to 4-fold higher than FIX-E410H (0.44+0.06
ug/ml) (Fig. 4A). Despite lowest plasma concentrations, FIX-E410H induced the highest clotting
activity in hemophilia B mice, 98+18 1U/dl compared to FIX-WT 548 1U/d| (p=0.0376) and Benefix®
3044 1U/dI (p=0.0001).

Higher procoagulant activity of FIX-E410H was confirmed with significantly higher in-vivo thrombin
generating capacity (ETP p=0.0037; and peak thrombin p=0.0069) of mice treated with this

compound compared to those treated with FIX-WT (Fig. 4B). These results demonstrated that FIX-
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E410H displayed a significant enhancement of clotting activity and thrombin generation compared to

FIX-WT and Benefix®.

Plasma half-life of FIX-E410H, FIX-WT and Benefix® were determined by serial blood sampling from
hemophilia B mice over a period of 5 hours. Our results reported shorter half-life of FIX-E410H e.g. 11
min, compared to FIX-WT 16 min and Benefix® 20 min (Fig. 5A). Thirty minutes after a single infusion
of FIX, 44+5% of FIX-WT and 52+2% of Benefix® were detectable in plasma compared to 23+3% of
FIX-E410H. Sixty minutes after the infusion, the difference between residual FIX levels was reduced
but was still significantly lower for FIX-E410H. FIX clotting activity was measured in each sample using
a chromogenic FIX assay. No statistically significant difference was observed (p>0.05) between FIX-
E410H variant and the reference molecules despite shorter half-life and lower plasma concentration

of the molecule (Fig. 5B).
Comparison of FIX-WT and FIX-E410H for the binding with HB mice platelets

Differently from humans, platelet count often exceeds 1000x10°%/I in laboratory mice. Regarding the
high clotting activity of FIX-E410H variant and its low plasma antigen levels in mice plasma, we
hypothesized that the mutant FIX might be bound to platelets. Purified FIX-WT and FIX-E410H were
incubated at 37°C with washed platelets from hemophilia B mice during 2- 30 or 60 minutes. Our
results showed a rapid and increased binding of FIX-E410H to mice platelets compared to FIX-WT
(p=0.0087 at 2 min, p=0.0450 at 30 min and p>0.05 at 60 min) (Fig. 6).
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Discussion

Modified recombinant FIX molecules have been generated to reduce i) the amount of protein
needed for FIX replacement therapy or ii) the amount of vector for gene therapy of hemophilia B. FIX
exhibits low activity toward FX, but during the propagation phase of coagulation, complex formation
with FVllla increases the kcat for the conversion of FX to FXa by several orders of magnitude and
results in a significant increase (more than 10* fold) in FX activation by FIXa (12). The aim of the
present study was to generate a new recombinant FIX molecule with greater affinity for FVllla and

therefore increased specific activity.

Factor IXa is composed of i) a light chain containing the amino-terminal gamma-carboxyglutamic acid
(Gla) rich domain and two epidermal growth factor (EGF)-like domains; ii) a heavy chain containing
the serine protease domain. FIXa binds to FVllla in an interaction involving more than one domain of
the FIXa polypeptide. The protease domain of FIXa interacts with the A2 subunit of FVIlla. Studies
suggest that the alpha-helix region 330-339 (c162 by chymotrypsin numbering), region 301-303
(c132) and N346 (c178) of FIXa are involved in the interaction with the A2 subunit of FVIII (15,27).
Other areas of interaction have been recently identified as K293 (c126) of FIXa and D712 of FVlila,
and the interaction between E410 (c240) of factor IXa and K713 of factor Vllla (15). The EGF1/EGF2
domains of FIXa interact with the A3 subunit of FVIlla (24). Further, it is postulated that the Gla
domain of FIXa interacts with the C2 domain of FVllla (28). We hypothesized that modification of the
residue E410 in C-terminus, involved in FVIlla binding might increase the affinity of FIXa to FVllla
cofactor, and might therefore generate a FIX molecule with significantly higher clotting activity. From
our data, we concluded that we have generated four novel FIX variants with higher clotting activity
compared to FIX-WT; among them E410H exhibited 5-fold greater in-vitro and in-vivo specific activity
than FIX-WT and a reference rhFIX used in clinics (Benefix®). The higher haemostatic activity of FIX-
E410H over the other FIX-E410 variants and FIX-WT was demonstrated with calibrated automated
thrombin generation test. Thrombin generation results showed highest thrombin peak and ETP when

performed at 5 and 30 1U/dI of FIX.

Activation time course experiments triggered by FXla or FVIla-TF complex demonstrated that the
increased activity of FIX-E410 variants was not explained by a more efficient activation of FIX to FIXa.
In addition, in-vitro kinetic parameters showed increased affinity of FIXa-E410 for FVllla, with a
decreased Kd, 2.6-fold lower than FIX-WT. Taking together, these results suggest that enhanced
clotting activity of FIX-E410 variants is explained by enhanced affinity of the variants for FVllla. Our
preliminary experiments of surface plasmon resonance (SPR) also confirmed increased affinity

interaction of the isolated FVIlla A2 domain for FIX-E410H (data not shown).
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Our present data confirm the role of glutamate E410 in the interaction of FIXa with lysine K713 of the
A2 domain of FVIlla (15). It has been recently shown that alanine substitutions made for individual
residues within the sequence 707-714 of the FVIII A2 domain, including K713A mutation, significantly
decreased affinity for FIXa (29). In contrast, here, we report that E410H, E410A, E410L and E410N

substitutions in the C-terminal region of FIX increased the affinity of FIXa for K713 of FVIila.

FIX-triple (FIX- V86A / E277A / R338A) is a FIX variant containing several residues mutated to alanine
in the EGF2 domain and the protease domain of FIX which are critical for the interaction between
FIXa and FVllla (8). FIX-Triple exhibits increased in-vitro clotting activity 13 times greater than FIX-WT.
It has been recently shown that incorporation of an arginine to leucine mutation at residue 338 of FIX
(FIX Padua), which is a gain-of-function mutation, further improves clotting activity of FIX-Triple in-
vitro and in-vivo (9). The new molecule named FIX Triple-L (FIX- V86A / E277A / R338L) exhibits 22-
fold higher clotting activity and increased binding to FVllla. It is difficult to compare the kinetic
characteristics of FIX-E410H and FIX-Triple/TripleL molecules. Differences were observed between
kcat and apparent Kd values of FIX-E410H (kcat gx.gs104 = 3.97 st — Kd pyeazon = 1.55 nM) and those
published for FIX-Triple (kcat fix-triple = 10.25 st—Kd rix-Triple = 0.19 NM) (8) or FIX-TripleL (kcat fix-tripies =
6.28 s — Kd rix-Triple. = 0.13 NnM) (9). However, kcat and Kd were also considerably different for FIX-WT
in the three studies i.e. kcat py.wr 12.40 ; 4.54 ; 1.57 and Kd ry.wr 2.44; 1.92; 3.50 respectively. These
differences in kinetic parameters may be explained by the use of different experimental conditions
such as the concentration of FVllla, which was lower in our experiments compared to others, or the

duration of FVllla-FIXa incubation during the FXa generation reaction.

Increased in-vitro clotting activity and thrombin generating capacity of E410H variant were
confirmed with in-vivo experiments in FIX knockout mice. Surprisingly, despite significantly increased
in-vivo clotting activity and thrombin generation, we observed lower plasma concentrations of FIX-
E410H compared to FIX-WT and Benefix®, 2 minutes after injection. Considering the difference
between the plasma FIX antigen levels of FIX-E410H, FIX-WT and Benefix®, estimated increase of the
specific activity of FIX-E410H was 5.8 and 9.7 times higher than FIX-WT and Benefix®, respectively. In
parallel, to better explore the discrepancy between enhanced in-vivo procoagulant activity of FIX-
E410H and its lower concentration in mice plasma, we hypothesized that FIX-E410H might have
enhanced binding to platelets. In-vitro binding tests between washed platelets and FIX-E410H or FIX-
WT confirmed our hypothesis showing a rapid and increased binding of FIX-E410H to mice and
human platelets compared to FIX-WT. Both FIX and FIXa bind to thrombin activated platelets in the
presence of physiological concentrations of calcium ions. Approximately 300 low affinity binding sites

per platelet were identified for FIX/FIXa with maximal binding occurring in 10-20 min at 37°C (30).
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Our results obtained after 2 min of incubation with platelets, showed that FIX-E410H was bound to
platelets more rapidly than FIX-WT. In addition, in-vitro binding tests between washed mice/human
platelets and FIX-E410H showed higher platelet binding of FIX-E410H compared to FIX-WT. These
data may explain at least partly, the discrepancy observed between plasma low FIX-E410H antigen
levels and the enhanced in-vivo procoagulant activity of the molecule. Finally, we may speculate that
the high platelet count of laboratory mice i.e. 500-2000x109/L might amplify the effect of platelet
binding and therefore the low plasma concentration of FIX-E410H observed. Factor IX residues
involved in binding to platelets are residues 3-11 of Gla domain (31) and residues 88-109 of EGF2
domain (32). Our data suggest that the glutamate E410 might have an impact on FIX/FIXa binding to
platelets, further studies are required to determine the role of glutamate E410 in the interaction of

FIX with platelets.

Patients with hemophilia B presenting mutations in the carboxyl-terminal region amino acids 403-
415 display severely reduced plasma FIX antigen and activity levels (33). It has been shown that C-
terminal regions of serine proteases FIX (33), FVII (34) and protein C (PC) are involved in intracellular
factor trafficking and secretion (35). Recently, the crucial role of tyrosine Y404 of C-terminus (c234),
was described in the secretion of the FIX (36). Our results, showing lower secretion rates of FIX-E410
in the extracellular media, are in line with previously reported data on the role of C-terminal region
in secretion of FIX. Differently from Y404, the glutamate E410 is not a conserved C-terminal residue
of serine proteases, but we may speculate that the residue E410 might be indirectly involved in the
secretion by helping to preserve the structure of the 403-415 region (33), by helping to maintain the

correct orientation of the phenyl ring which contains the Y404 residue.

Gene therapy that would eliminate the need for frequent intravenous infusions of FIX is of great
clinical interest. However, a low level of protein expression is one of the major obstacles for gene
therapy. The introduction of bioengineered FIX variants with increased clotting activity in the vectors
used for gene therapy may considerably improve the expression of FIX, as shown by Finn et al (37).
Our study enabled the generation of a new recombinant FIX with enhanced in-vitro and in-vivo
clotting activity, confirming the importance of glutamate E410 in the formation of the intrinsic tenase
complex. This new molecule could be of interest for protein replacement therapy or for gene

therapy.
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Legends to Tables and Figures

Table 1. Thrombin generation capacity of FIX molecules. FIX deficient plasma (FIX<1 IU/dl) was
supplemented with two different concentrations of FIX variants. ETP: endogenous thrombin potential
corresponding to the area under the thrombin generation curve, thrombin peak height: maximal

concentration of thrombin generated by the sample.

Table 2. In vitro kinetic properties of FIXa molecules. In presence of FVllla 0.3 nM, “Enzyme”
indicates the FIXa.FVIlla complex concentration. Assuming that the FX activation is proportional to
the concentration of FIXa.FVllla, values were determined from experimental procedure and observed
Kd. *kcat = Vmax / Enzyme. The data were calculated from three separate experiments and

represent the mean value * standard error. NA, not applicable; app, apparent.

Figure 1. Secretion of FIX molecules by Huh-7 cells. Cells were transfected by pcDNA-FIX-WT and
pcDNA-FIX-E410 for stable clones development A. FIX antigen levels in supernatants were quantified
using Asserachrom FIX:Ag ELISA kit. Values are representative of 8 samples for each FIX. B.
Supernatants were pooled and subjected to electrophoresis on SDS-10%PAGE. FIX was detected
using a polyclonal rabbit anti-human FIX antibody and visualized by autoradiography. Benefix® and

molecular weight standards from Biorad were used as references. NT, not transfected.

Figure 2. Clotting activity of FIX compounds. Clotting activities of 4 FIX-E410 variants and FIX-WT
were determined using a chromogenic FIX assay, showing significantly higher catalytic activity of all

mutants compared to FIX-WT. Experiments were repeated three times.

Figure 3. Activations time course of FIX-WT (A) and FIX-E410H (B) by FXla. At the indicated time
intervals, subsamples were removed and the activation was quenched with the SDS-PAGE reducing
loading buffer with EDTA. Samples were subjected to electrophoresis on SDS-10%PAGE and
visualized by immunoblotting. FIXa from Haematologic Technologies Inc. and molecular weight

standards from New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) were used as references.

167
Perot, 2014 (Thrombosis Research)



Figure 4. In-vivo plasma concentration and clotting activity of FIX molecules in hemophilia B mice.
FIX-WT and FIX-E410H were injected into the retro-orbital sinus of HB mice (n=5 per group) to get a
FIX plasma concentration of 5 pg/ml. Benefix®, the reference rhFIX molecule, was injected in the
same conditions. Two minutes after infusion, samples were collected from the inferior vena cava. A.
Concentrations of FIX (ug/ml) in mice plasma were determined by ELISA (white bars) and clotting
activities of FIX (IU/dl) (horizontal striped bars) were determined using a chromogenic FIX assay. B.
Thrombin generation measurements were performed using Calibrated Automated Thrombin
generation assay, to determine endogenous thrombin potential (ETP) (black bars) and peak height of

thrombin (vertical striped bars). The data represent the mean value * standard error.

Figure 5. Five-hour time-course of factor IX protein levels in mice circulation. HB mice were injected
with 10 pg/20 g body weight of Benefix® (4 ), FIX-WT (m) or FIX-E410H (# ) (n=6 per group). Mouse
blood samples were collected from the retro-orbital sinus for each time point, and subjected to ELISA
to determine residual plasma FIX levels (B). A chromogenic FIX activity assay was also performed to

study FIX activity in mice plasma (B). The data represent the mean value + standard error.

Figure 6. FIX-E410H binding to mice platelets. Different concentrations of washed mice platelets
were incubated during one hour at 37°C with FIX-WT (black line) and FIX-E410H (grey line) at
different concentrations. At any concentration tested, samples were collected at 2, 30 and 60 min
after injection. Platelet rich plasma samples were centrifuged to remove platelets. Residual plasma
FIX levels were quantified using ELISA and the percentage of FIX bound to platelets was calculated.
Results are presented as mean value t standard error. Results showed a rapid and higher binding of
FIX-E410H to mice platelets compared to FIX-WT at 2 min (p=0.0087) and30 min (p=0.0450) of

incubation.
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Tables

Table 1:

FIX Lag time ETP Peak height Time to

(1u/dl) (min) (nM/min) (nM) peak (min)

FIX 0 1U/dI

FIXa-WT 4.17 384.33 14.58 18.58

FIX 5 1U/dI

FIXa-WT 5.62 957.50 88.60 10.50

FIXa-E410H  3.00 1631.50 461.36 4.38

FIXa-E410L 4.38 1371.50 295.27 6.62

FIXa-E410A 4.00 1583.50 395.99 5.75

FIXa-E410N  4.12 1340.50 318.72 6.25

FIX 30 1U/dI

FIXa-WT 4.62 1460.50 288.78 7.12

FIXa-E410H  2.38 1623.50 478.28 3.62

FIXa-E410L 3.75 1449.50 398.32 5.38

FIXa-E410A  3.12 1610.50 472.93 4.38

FIXa-E410N  3.25 1488.50 456.70 4.62
Table 2:
Recombinant Km (nM) Vmax Enzyme kcat* kcat/Km Kd,app
FIXa (nM FXa min™) (nM) (s™) (M*s™) (nM)
In absence of FVlIlla
FIXa-WT 447.8 £103.1 0.759 £ 0.092 10 1.27 x 10° 2825 NA
FIXa-E410H 231.0+£30.33 0.577 £0.032 10 0.96 x 10° 4163 NA
FIXa-E410L 232.8+27.33 0.611 £0.029 10 1.20x 10° 4374 NA
FIXa-E410A 224.1 £26.69 0.631 £0.030 10 1.05 x 10° 4693 NA
FIXa-E410N 222.7 £29.67 0.578 £ 0.031 10 0.96 x 10° 4326 NA
In presence of FVilla
FIXa-WT 28.77£4.73 09.91 £ 00.52 0.105 1.57 5.45 x 10 3.50
FIXa-E410H 75.10£7.96 38.78 £ 01.81 0.163 3.97 5.29 x 10’ 1.55
FIXa-E410L 69.88 £ 6.62 37.10+01.51 0.172 3.61 5.16 x 10 1.37
FIXa-E410A 80.04 £8.70 37.88+£01.85 0.158 3.99 4.98 x 10 1.65
FIXa-E410N 57.93+7.24 19.75 £ 01.00 0.133 2.48 4.28 x 10’ 2.35
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Figure 3:
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Figure 5:

A) Detection of infused FIX B) Activity of infused FIX
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Chapitre III : Amélioration de la demi-vie et de l'efficacité du facteur IX
recombinant. Travaux préliminaires de caractérisation de la protéine de

fusion FIX-FXIIIB.

Aprés I'obtention d’un nouveau facteur IX recombinant (rFIX) a activité augmentée, notre objectif
était ici de développer une nouvelle molécule de rFIX présentant une demi-vie allongée. L’approche
retenue pour mener a bien ce projet a été de mettre au point une protéine de fusion entre le rFIX et

une seconde protéine plasmatique connue pour sa forte demi-vie, le FXIII-B.

II1.1- Production des molécules de FIX par la lignée cellulaire Huh-7

De la méme fagon que lors des travaux sur les FIX-E410, une étude a d’abord été réalisée afin de
vérifier la capacité de la lignée Huh-7 a exprimer les constructions chimériques. Les taux de FIX-FXIIIB
sécrétés dans les surnageants cellulaires aprés transfection transitoire sont représentés dans la

Figure 43.

Les concentrations en FIX-FXa-FXIIIB@PS et FIX-Flla-FXIIIB@PS (respectivement 0.063 + 0.036 pg/ml et
0.095 + 0.044 pg/ml) étaient nettement plus faibles que celles du FIX-WT (0.868 + 0.147 pg/ml) avec
des p-value = 0.0022. En effet, les ADNc des molécules chimériques codent pour des protéines de
plus de 1 100 résidus, leur synthese est ainsi plus lente et plus complexe pour le trafic intracellulaire
au sein des cellules Huh-7 que celle du FIX-WT dont le précurseur est constitué de seulement 461
résidus. En outre, la protéine de fusion FIX-Flla-FXIIIB n’était pas détectée dans les milieux
extracellulaires. L'existence de deux peptides signaux (celui du FIX et celui du FXIII-B) au sein de la
méme protéine a certainement réfréné la sécrétion de la protéine. L'étude de cette construction a

été abandonnée.

Les mémes surnageants cellulaires ont également été analysés par électrophorese suivi d’un
western blot, utilisant des anticorps dirigés contre le FIX ou le FXIII-B (Figure 44). Aucun signal n’était
détecté pour le FIX-Flla-FXIIIB, confirmant ainsi son absence dans le milieu extracellulaire. Les
protéines de fusion FIX-FXIIIB@PS ont été visualisées sous la forme d’une bande correspondant au
poids moléculaire attendu soit environ 150 kDa. Cependant, les analyses ont révélé la présence de
formes clivées, au niveau du linker, dans les surnageants des cellules transfectées par pcDNA-FIX-
Flla-FXIIIB@PS, avec un signal correspondant au FIX aprés western blot anti-FIX, et un signal

correspondant au FXIII-B (environ 80 kDa) apres western blot utilisant un anticorps dirigé contre le
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FXIII-B. Afin de ne pas complexifier les étapes de purification ultérieures, cette chimere a donc
également été abandonnée pour la suite de I'étude et seul le FIX-FXa-FXIIIB@PS a fait I'objet d’une
production a grande échelle apres génération d’un clone cellulaire Huh-7 capable de produire cette

chimeére de fagon stable.

[FIX] (ug/ml)

Figure 43. Taux de FIX-WT et des chiméres sécrétés par les cellules Huh-7. Les cellules ont été transfectées transitoirement
par les plasmides pcDNA-FIX-WT, pcDNA-FIX-Flla-FXIIIB, pcDNA-FIX-Flla-FXIIIB@PS et pcDNA-FIX-FXa-FXIIIB@PS. Les
surnageants cellulaires de 6 expériences de transfections transitoires ont ensuite été analysés par test ELISA anti-FIX.
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Figure 44. Sécrétion du FIX-WT et des chiméres par les cellules Huh-7 apreés transfection transitoire. Les surnageants de
culture ont été analysés par une électrophorese SDS-PAGE suivie d’un western blot anti-FIX (A) ou anti-FXIIIB (B).
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III.2- Caractérisation in vitro du FIX-FXa-FXIIIB@PS

II1.2.1- Fonctionnalité du linker clivable par le FXa
Apreés purification de la chimére, les premiers résultats de caractérisation du FIX-FXa-FXIIIB@PS ont
concerné la fonctionnalité du linker clivable par le FXa. La Figure 45 présente I'étude du clivage de la
chimére en fonction de la concentration en FXa. L’intensité du signal entre 60 et 70 kDa
correspondant au FIX, libéré du linker et du FXIII-B, était proportionnelle a la quantité de FXa utilisée
lors du clivage. La séparation du linker et du FXIII-B lors de la phase d’initiation de la coagulation, dés
la génération des premiéres traces de FXa, est essentielle pour obtenir un FIX pleinement actif. Cette
séparation sera intensifiée lors de la phase de propagation de la coagulation et nous pensons que le

FIX pourra ainsi jouer son réle enzymatique au sein du complexe tenase intrinseque.

1 2 3 4 5 kDa

93 1 : FIX-FXa-FXIIIB@PS non clivé
S — 1o 2:Ratiomolaire 15:1 (FXa : FIX-FXa-FXIIIB@PS)

= 30

: Ratio molaire 65:1

— 60
: Ratio molaire 140:1

— 50

v b WN

: Ratio molaire 350:1

— 40

— 30

Figure 45. Etude du clivage du FIX-FXa-FXIIIB@PS en fonction de la concentration en FXa. Le FIX-FXa-FXIIIB@PS (0.016 nM
final) a été incubé avec des concentrations croissantes en FXa (0.22 a 5.45 nM final) pendant 1h a 37°C puis analysés par
électrophorése suivi d’un western blot anti-FIX.

I11.2.2- Amélioration de l'activité spécifique

L’efficacité du FIX-WT et celle du FIX-FXa-FXIIIB@PS ont été évaluées par méthode chromogénique
afin de déterminer si la présence du FXIII-B avait une influence sur I'activité spécifique du FIX. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 11. Pour une concentration de 0.5 pg/ml, le FIX-WT
présentait une activité de 19.72 + 3.569 Ul/dl ce qui équivaut a la valeur obtenue lors de I'étude des
FIX-E410 lors de laquelle I'activité du FIX-WT était de 14.02 + 3.394 (p-value = 0.4818). Pour une
méme concentration en FIX (0.5 pug/ml), 'activité du FIX-FXa-FXIIIB@PS (79.97 + 18.12 Ul/dI) était 4
fois plus élevée que celle du FIX-WT (p-value = 0.004). Les poids moléculaires des deux molécules de
FIX étant tres différents (FIX-WT a 57 kDa versus FIX-FXa-FXIIIB@PS a 137 kDa), I'efficacité a été
exprimée en activité molaire spécifique. L’activité du FIX-FXa-FXIIIB@PS (219.1 + 49.65 Ul/nmol) était
10 fois supérieure a celle du FIX-WT (22.49 + 4.063 Ul/nmol).

175



IX: s e ivité molai
FIX recombinant FIX:C Activité spécifique Activité molaire

(ui/di) (Ul/mg) spécifique (Ul/nmol)
FIX-WT 19.72 £ 3.569 394.4 +71.39 22.49 £ 4.063
FIX-FXa-FXIlIB@PS 79.97 £ 18.12 1600 + 362.4 219.1 £49.65
p-value 0.004 0.004 < 0.0001

Tableau 11. Etude de I'activité spécifique du FIX-WT et du FIX-FXa-FXIIIB@PS. Des échantillons purifiés de rFIX a 0,5 pg/ml
ont été analysés par méthode chromogénique. Les activités spécifiques ont été déterminées en fonction de la
concentration en rFIX. Les activités molaires spécifiques ont été déterminées en fonction du poids moléculaire des rFIX, les
poids moléculaires utilisés pour les calculs étaient 57 kDa (FIX-WT) et 137 kDa (FIX-FXa-FXIIIB@PS).

Les études précliniques sur les chimeres rFIX-Fc [173] et rFIX-FP [181] ont reporté des activités
molaires spécifiques diminuées d’un facteur 2 en comparaison au rFIX-WT. Concernant le rFIX-Fc, la
baisse d’activité n’a pu étre expliquée ni par I'étude des modifications post-traductionnelles, ni par
les différentes interactions du rFIX-Fc au sein du complexe tenase. Lors de |'étude utilisant le rFIX-FP,
aucune expérience supplémentaire n’a été menée. Cependant, des résultats plus encourageants, en
terme d’activité, ont été obtenus par la suite dans des expériences in vivo menées chez le chien

hémophile B et le singe [182].

Notre molécule de FIX sur laquelle le FXIII-B est fusionné ne comporte, a priori, aucune modification
qui pourrait engendrer une telle amélioration de I'activité. L'activité spécifique des molécules étant
directement fonction de la quantité de FIX, nous nous sommes dans un premier temps interrogés
qguant a la méthode de détermination de la concentration en FIX-FXa-FXIIIB@PS dans nos
échantillons. Ainsi, les valeurs des concentrations en FIX-FXa-FXIIIB@PS obtenues a I'aide du kit ELISA
commercial (Asserachrom®IX:Ag, Diagnostica Stago) ont été comparées a celles obtenues via une
autre technique de dosage ELISA en sandwich. L'anticorps de capture utilisé était un anticorps
polyclonal anti-FIX (Kordia Life Sciences). Les valeurs obtenues pour chacune de ces deux méthodes
sont représentées dans la Figure 46. Il n’existait pas de différences significatives entre les deux types
de quantification (p-values > 0.05), entérinant ainsi notre méthode de dosage du FIX-FXa-FXIIIB@PS

et ainsi 'amélioration de I'activité spécifique de cette nouvelle protéine de fusion.
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Figure 46. Comparaison des techniques de dosage du FIX-FXa-FXIIIB@PS. Au total, huit dilutions ont été réalisées a partir
de deux échantillons de FIX-FXa-FXIIIB@PS de concentrations différentes. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
[FIX] obtenue a I'aide du kit ELISA Asserachrom®IX:Ag (Diagnostica Stago). p-value = 0.4418.

Une amélioration des rendements enzymatiques des complexes impliquant le FIX dans le processus
de la coagulation pourrait expliquer une telle augmentation de I'activité spécifique. La présence de
FXIlI-B apporté de maniére significative par le FIX-FXa-FXIIIB@PS sur le site des réactions permettrait
une favorisation stérique de I'ensemble des acteurs. Des expériences de cristallographie pourraient
confirmer cette théorie. L’hypothése d’une amélioration des interactions du FIX-FXa-FXIIIB@PS avec
le FVllla et le FXa doit également étre vérifiée par des expériences de génération de FXa permettant
la détermination des parametres cinétiques in vitro. De plus, si le FXIII-B complexé au FXIII-A a un réle
connu dans la stabilisation du FXIII, la fonction du FXIII-B non complexé et libre dans la circulation n’a
pas encore été décrite avec précision. Nous pouvons alors nous interrogé quant a l'influence du
FXIII-B dans I'amélioration de l'efficacité du FIX auquel il est fusionné. Des expériences en SPR
pourraient nous éclairer quant a I'affinité du FXIII-B avec les acteurs principaux du complexe tels que

le FIX, le FX, le FVIIl ou FVIlla, en utilisant comme témoin la sous-unité FXIII-A.

Enfin, avant de mener les expérimentations afin d’expliquer cette augmentation d’activité, il
conviendra de confirmer ce résultat par une évaluation de |’activité par méthode chronométrique et
par la détermination de la capacité du FIX-FXa-FXIIIB@PS a générer la thrombine. Dans ce but, une

nouvelle production de la protéine en grandes quantités est actuellement en cours de réalisation.

I11.2.3- Etude de I'activation du FIX-FXa-FXIIIBOPS
Des expériences d’activation du FIX-FXa-FXIIIB@PS par le complexe FVlla-FT ont été menées afin de
vérifier la fonctionnalité du peptide d’activation. Contrairement au FIX-WT et au FIX-E410, aprés une
incubation de 5h a 37°C, le FIX-FXa-FXIIIB@PS n’était pas pleinement activé (Figure 47). Cependant,

les trois signaux observés indiquaient une activation partielle de la protéine. La bande a 130 kDa,
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légérement plus basse que celle du FIX-FXa-FXIIIB@PS non activé, correspondait au FIX dépourvu de
sa chaine légére mais encore fusionné au FXIII-B via la partie C-terminale de sa chaine lourde. La
présence de FIXa s’est traduite par une bande entre 20 et 25 kDa correspondant a celle du FIXa
commercial. Le FIXa ainsi généré a permis I'activation du FX en FXa dans le mélange réactionnel. En
effet, de tres faibles quantités de FX sont observées dans les surnageants des cellules Huh-7. Le FXa
pouvait alors cliver une partie du FIX-FXa-FXIIIB@PS et engendrer la présence de FIX seul comme I'a

montré la bande observée a environ 60 kDa.

Il est important de noter que I’anticorps monoclonal anti-FIX de souris utilisé pour ce western blot et
permettant la détection du FIX chimérique ne permettait pas la détection des deux chaines du FIXa,
mais uniqguement de la chaine lourde. De plus, cette étude préliminaire n’était pas destinée a réaliser

une analyse quantitative mais bien qualitative de la réaction d’activation du FIX-FXa-FXIIIB@PS.

1 2 3 kbDa
l» :ﬁg 1 : FIX-FXa-FXIIIB@PS non activé

' :O 2 : FIX-FXa-FXIIIB@PS activé par FVIla-FT (ratio molaire 10:1)

e o .
' g .y 3 : FIXa,commercial

Figure 47. Etude de Pactivation du FIX-FXa-FXIIIB@PS par le complexe FVlla-FT. Le FIX-FXa-FXIIIB@PS (930 pM final) a été
incubé 5h a 37°c en présence de FVlla (93 pM final) et de FT (9 pM final) puis analysé par électrophoreése suivi d’'un western
blot anti-FIX (anticorps monoclonal de souris).

II1.3- Détermination des parameétres pharmacocinétiques in vivo

La détermination de la demi-vie et I'évaluation de I'efficacité in vivo du FIX-FXa-FXIIIB@PS ont été
réalisées par injection a des souris C57BL/6J wild-type non hémophiles, sachant que le FIX murin
n‘est pas reconnu par le kit ELISA Asserachrom®IX:Ag. Les temps de prélevements de cette
expérimentation, indiqués dans le protocole N°BH2013-03, ont été adaptées afin d’observer une
demi-vie allongée. Pour cela, les temps de prélévements aprés injection du FIX-FXa-FXIIIB@PS
étaient : 2min, 2h, 5h, 24h et 30h, alors que ceux apres injection du FIX-WT étaient inchangés (2min,
30min, 1h30 et 5h). En effet, lors d’études précédentes effectuées au laboratoire, aucun FIX-WT

n’était détecté dans le plasma murin 5 heures apres injection.
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Les courbes de pharmacocinétique sont présentées dans la Figure 48 et les valeurs des demi-vies
obtenues dans le Tableau 12. Les taux antigéniques de FIX-FXa-FXIIIB@PS détectés dans le plasma
étaient similaires a ceux du FIX-WT. Aucune différence significative n’a été observée aux temps
2 minutes et 5 heures, les taux de récupération des deux molécules étaient identiques. Cependant, la
demi-vie déterminée a partir de ces premiers résultats était de 31,6 minutes pour notre molécule

chimérique soit 1,8 fois plus longue que celle du FIX-WT (17,2 minutes).

L'étude pharmacocinétique cinétique réalisée par détermination de [Iactivité a confirmé
I’'amélioration de I'efficacité de la protéine de fusion in vivo. En effet, aux temps 2 minutes et 5
heures, les taux de FIX-FXa-FXIIIB@PS étaient significativement plus élevés que ceux de FIX-WT. De
plus, les valeurs obtenues dans cette premiere étude ont confirmé I'allongement de la demi-vie du

FIX-FXa-FXIIIB@PS d’un facteur 2,8 par rapport a celle du FIX-WT.

A) Détection du FIX injecté B) Activité du FIX injecté
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Figure 48. Etude pharmacocinétique des taux de molécules de FIX dans le plasma murin. Les FIX-WT et FIX-FXa-FXIIIB@PS
ont été injectées a des souris saines a raison de 10 pg de FIX / 20 g (n=4 par groupe). Des échantillons de sang ont été
récoltés par le sinus rétro-orbital a chaque temps et soumis a un test ELISA (A) et a un test d’activité par méthode
chromogénique (B). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type. (A) A 2 minutes et 5 heures,
p-value>0.05. (B) A 2 minutes, p-value=0.0003 et 5 heures, p-value=0.0087.

FIX-WT FIX-FXa-FXIIIB@PS  Amélioration

Demi-vie en FIX:Ag (min) 17,2 31,6 x1,8
Demi-vie en FIX:C (min) 12,0 33,8 x 2,8

Tableau 12. Demi-vies du FIX-WT et du FIX-FXa-FXIIIB@PS. Les valeurs des demi-vies ont été déterminées a I'aide des
courbes présentées dans la Figure 48 par un modéle a un compartiment via le logiciel GraphPad Prism 5°®.
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Les premieres expérimentations in vivo des études menées sur le rFIX-Fc [173] et le rFIX-FP [181]
révélaient que les valeurs de demi-vie déterminées chez la souris wild-type et la souris hémophile B
n’étaient pas les plus représentatives des demi-vies retrouvées ensuite chez 'Homme lors des essais
cliniques [174,176,183]. En effet, pour les deux molécules, les études chez la souris entrainaient
parmi les plus faibles améliorations de demi-vie par rapport au rFIX (Tableau 13). Les valeurs de
demi-vie obtenues pour le FIX-FXa-FXIIIB@PS sont donc trés encourageantes pour la suite du projet.
Le FIX-FXa-FXIIIB@PS a par ailleurs présenté une activité spécifique augmentée, atout majeur non-
observé pour le rFIX-FP et le rFIX-Fc. Une étude pharmacocinétique du FIX-FXa-FXIIIB@PS injecté chez

le rat est ainsi envisagée afin de confirmer I'allongement de la demi-vie par rapport au FIX-WT.

Espéces rFIX-Fc rFIX-FP FIX-FXa-FXIlIB@PS
Souris x 3,8 173 - x1,822,8

Souris hémophile B x 3,5 1173 x 1,2 184

Rat x 6 1173 x3,4 [181]

Lapin - x 3,2 [181]

Chien hémophile B x 2,7 17 x 3,0 (182

Singe x 3,7 73] -

Homme - essais clinique de phase | (lla)  x 3,2 ¥ x 5,3 [183]

Homme - essais clinique de phase Il x 4,6 117¢) -

Tableau 13. Comparaison des améliorations de demi-vies observées pour le rFIX-Fc, le rFIX-FP et le FIX-FXa-FXIIIB@PS, les
valeurs ont été comparées a celle obtenues pour le rFIX.

I11.4- Conclusion et perspectives

Lors de cette étude, nous avons pu produire et caractériser une nouvelle molécule de rFIX fusionnée
au FXIII-B. Contrairement aux FIX fusionnés a I'alboumine ou au fragment Fc, pour lesquels les
expériences préalables avaient validé I'intérét de ces molécules dans I'allongement de la demi-vie,
notre étude est la premiere a rapporter la fusion d’une protéine au FXIII-B. Nos résultats ont montré
gue cette nouvelle protéine de fusion FIX-FXIIIB est fonctionnelle et présente un allongement de la
demi-vie chez la souris d’un facteur 1,8 a 2,8 par rapport au FIX-WT. De plus, I'activité du FIX-FXIIIB a
été nettement augmentée par rapport a celle du FIX-WT. Ce deuxieme axe d’amélioration tend a étre
expliqué par des expériences supplémentaires de cristallographie, de SPR et de générations de

thrombine et de FXa pour la suite de ce projet.
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Par ailleurs, aprés une étude in vivo compléte sur plusieurs modeles animaux, cette nouvelle
molécule pourrait étre utilisée en prophylaxie ou lors d’expériences de thérapie génique. Comme
pour le FIX-E410H nous envisageons prochainement de cloner ’ADNc de ce nouveau FIX-FXIIIB dans
un vecteur viral afin de mener des essais précliniques de thérapie génique sur des souris

hémophiles B.

Enfin, l'insertion de la mutation E410H au sein de cette protéine de fusion FIX-FXIIIB paralt trés
prometteuse pour générer une molécule de FIX recombinant alliant des améliorations a la fois en

termes d’activité et de stabilité.

La perspective de ce projet se détache ainsi des autres essais en cours puisqu’elle pourrait mener a
injecter de moindres quantités d’'un FIX recombinant a demi-vie allongée. De ce fait nous
envisageons une demande de brevet de facon a protéger cette invention. L'utilisation de la sous-
unité FXIII-B pourrait aussi étre une issue pour améliorer la demi-vie de molécules recombinantes a

visée thérapeutiques qui avaient perdu leur activité suite a la fusion a I'albumine ou au fragment Fc.
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