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RESUME 

L’hémophilie A est une maladie hémorragique rare consécutive à l’absence en facteur VIII de la 

coagulation (FVIII) fonctionnel. Cette pathologie se manifeste par des saignements récurrents dont 

les complications peuvent mettre en jeu le pronostic vital des patients. Pour compenser cette 

absence, la stratégie thérapeutique de choix consiste en l’administration intraveineuse de FVIII 

thérapeutique. Toutefois, elle s’accompagne chez 5 à 30% des patients traités d’une réponse 

immunitaire caractérisée par la survenue d’anticorps neutralisants dits inhibiteurs. Ces anticorps 

inhibent l’activité pro-coagulante du FVIII et constituent un échec thérapeutique. Si la phase 

effectrice de la réponse immunitaire anti-FVIII, la nature des cellules impliquées et les propriétés 

des inhibiteurs ont été largement documentées, les étapes précoces de la réponse demeurent mal 
connues. 

Dans la première partie de ma thèse, j’ai cherché à déterminer le potentiel rôle adjuvant du 

complément dans la réponse immunitaire anti-FVIII. Le système du complément est un ensemble 

de protéines plasmatiques impliquées dans l’élimination des agents pathogènes. Acteur majeur de 

l’immunité innée, le complément participe également à la mise en place des réponses immunitaires 

humorales adaptatives contre les agents infectieux. Cependant, son rôle dans les réponses 

immunitaires dirigées contre les protéines thérapeutiques, telles que le FVIII, n’est pas connu. A 

l’aide d’un modèle murin d’hémophilie A sévère, j’ai montré que la déplétion du complément 

réduisait drastiquement la survenue d’anticorps neutralisants. A l’inverse, l’activation chronique du 

complément stimule la génération d’anticorps anti-FVIII. Je me suis intéressé au rôle potentiel du 

complément sur l’initiation de la réponse immunitaire anti-FVIII. In vitro, j’ai montré que le 

composant central C3 du complément, et en particulier le fragment C3b issu de son activation, ainsi 

que le composant C1q, molécule initiant la voie classique du complément, favorisaient l’endocytose 

du FVIII par des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) ainsi que sa présentation antigénique à 

des lymphocytes T CD4+ spécifiques. En revanche, le complément n’est pas pourvoyeur de signaux 
de danger et n’induit pas la maturation des CPA. 

Si des études antérieures ont souligné l’importance du domaine C1 du FVIII pour son 

immunogénicité, et en particulier pour son internalisation par les CPA, j’ai cherché dans la seconde 

partie de ma thèse à savoir si le domaine C2, homologue au domaine C1, participait également à la 

réponse immunitaire anti-FVIII. Le masquage du domaine C2 à l’aide d’un anticorps monoclonal 

(BO2C11) réduisait drastiquement l’endocytose du FVIII et sa présentation antigénique in vitro. In 

vivo, l’administration de FVIII complexé à BO2C11 diminuait fortement la survenue d’inhibiteurs. 

Par mutagenèse dirigée, j’ai déterminé que certains acides aminés, dont l’arginine située dans le 

domaine C2 en position 2215, étaient impliqués dans la capture du FVIII par les cellules 

dendritiques in vitro. L’introduction des mutations dans le domaine C2, mais également dans le 

domaine C1, n’altérait pas l’immunogénicité du FVIII chez les souris déficientes en FVIII. De 

manière intéressante, l’administration des mutants des domaines C du FVIII chez des souris 

déficientes en FVIII et en facteur de Willebrand (vWF) conduisait à une réduction de la réponse 
immunitaire dirigée contre le mutant du domaine C1 mais pas contre le mutant du domaine C2. 

Les résultats obtenus au cours de ma thèse mettent en évidence pour la première fois la contribution 

du système du complément dans la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII thérapeutique, ainsi 

que l’implication de certains déterminants structurels portés par les domaines C du FVIII pour son 

endocytose par les CPA. Combinés aux résultats déjà décrits dans la littérature sur l’implication des 

domaines C1 et C2 ainsi que sur l’effet immuno-protecteur du vWF, mes travaux permettent de 

proposer plusieurs modèles d’endocytose du FVIII par les CPA. Des études approfondies sont 

nécessaires pour déterminer exactement la contribution du complément sur l’ensemble de la réponse 

immunitaire anti-FVIII ainsi que les récepteurs cellulaires impliqués dans l’internalisation du FVIII. 

Des résultats positifs permettraient d’envisager sur le long terme le développement de FVIII 

thérapeutiques moins immunogènes ou encore la mise en place de nouvelles stratégies 
thérapeutiques immuno-modulatrices. 
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TNFα  Tumor necrosis factor α  

t-PA  tissue-type plasminogen activator  

Tregs   Lymphocytes T régulateurs 

UB  Unités Bethesda 

vWF  facteur de Willebrand 
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1. Immunogénicité des protéines thérapeutiques 

L’administration de protéines à des fins thérapeutiques est fréquemment réalisée de nos jours 

pour traiter un large spectre de pathologies : du déficit congénital (hémophilie A/B, maladie de 

Willebrand) aux maladies inflammatoires chroniques ou auto-immunes (polyarthrite 

rhumatoïde, sclérose en plaques), en passant par les infections virales et les cancers (De Groot 

and Scott, 2007; Tovey and Lallemand, 2011), les protéines thérapeutiques détiennent 

désormais une place importante dans l’arsenal thérapeutique et leur usage a révolutionné la 

médecine actuelle.  

Selon les pathologies ciblées, l’utilisation de ces protéines permet de pallier les déficits 

quantitatifs ou fonctionnels en certaines protéines endogènes, comme dans les déficits 

congénitaux (cf. hémophilie), ou encore de contrôler l’évolution de certaines maladies, en 

modulant les réponses immunitaires ou inflammatoires, comme dans les pathologies auto-

immunes et les cancers. Malheureusement, l’utilisation de ces produits thérapeutiques peut 

s’accompagner d’une réponse immunitaire dirigée contre la protéine administrée. Cette réponse 

immunitaire délétère se caractérise par la génération d’anticorps anti-protéine thérapeutique 

(Anti-Drug Antibodies, ADA), qui peuvent bloquer le potentiel bénéfique de la protéine 

apportée. Cette immunogénicité varie selon les produits thérapeutiques utilisés (Figure 1). 

Ainsi, le risque de développer des ADA est-il très élevé lorsqu’on administre des cytokines 

(>50% des patients, (Prümmer, 1997; Rini et al., 2005)). A l’inverse, le taux d’allo-anticorps 

est beaucoup plus faible quand on traite des patients avec des facteurs de coagulation (<30% 

des patients, (DiMichele, 2007; Gouw et al., 2007)).  

Les conséquences de l’immunogénicité des protéines thérapeutiques sont variées. Il est possible 

que les ADA générés n’aient aucun impact sur la fonction de la protéine et que la thérapie ne 

soit donc pas compromise. A contrario, certains ADA peuvent drastiquement altérer l’efficacité 

des produits utilisés : cela peut être le cas en utilisant du facteur VIII ou encore des interférons 

(Lollar, 2004; Malucchi et al., 2004). On parle alors d’anticorps neutralisants. Différents 

mécanismes de neutralisation peuvent être avancés : les anticorps générés peuvent entraver la 

fonction de la protéine, voire l’abroger complètement. Les ADA peuvent affecter les propriétés 

pharmacocinétiques du produit thérapeutique et altérer sa biodisponibilité dans l’organisme. 

Les ADA peuvent aussi causer des réactions d’hypersensibilité voire des chocs anaphylactiques 

et conduire, dans certains cas, au déclenchement de réactions auto-immunes. Par exemple, 

l’apparition d’ADA consécutive à l’injection d’érythropoïétine exogène, destinée à traiter les 
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patients anémiés, peut s’accompagner d’une aplasie pure des globules rouges (Casadevall et al., 

2002), due à une réaction croisée avec la protéine endogène : sa fonction est alors neutralisée, 

ce qui conduit à une érythroblastopénie sévère chez les patients traités. 

Les facteurs influençant l’immunogénicité des protéines thérapeutiques sont extrêmement 

variés: alors qu’initialement l’origine animale des produits (cf. insuline bovine/porcine) était 

incriminée comme étant la source d’une réponse immunitaire xénogénique, il s’est avéré que 

les ADA étaient également produits même quand étaient injectés des produits purifiés d’origine 

humaine, comme l’hormone de croissance ou l’insuline (Schernthaner et al., 1983).  

La qualité du produit thérapeutique entre également en jeu : dégradation des protéines par 

oxydation/déamination, génération d’agrégats, défaut en glycosylation, présence d’endotoxines 

issues des cellules hôtes dans le cas de protéines recombinantes, etc., ces facteurs peuvent 

potentialiser la mise en place d’une réponse immunitaire (Schellekens, 2002). Toutefois, 

l’amélioration des processus de production a permis de pallier cette limite. 

Plusieurs facteurs de risque reposent sur les patients. Par exemple, le statut inflammatoire des 

patients, exacerbé par la pathologie, peut fortement influencer la façon dont le système 

immunitaire considère la protéine thérapeutique au moment de l’administration. A l’inverse, 

des états d’immunodépression réduisent le risque d’une allo-immunisation contre certains 

anticorps thérapeutiques administrés en thérapie anti-tumorale. Dans les thérapies de 

substitution, lorsque la protéine endogène fait défaut, l’absence d’éducation lors de 

l’ontogenèse du système immunitaire peut conduire à un manque de tolérance immunitaire vis-

à-vis de cette protéine. Pour autant, et à titre d’exemple, seule une fraction des patients atteints 

d’hémophilie B sévère, qui est caractérisée par l’absence de facteur IX (FIX) circulant, 

développe des anticorps anti-FIX (jusqu’à 23% des patients, (DiMichele, 2007)) après injection 

de FIX thérapeutique, démontrant ainsi que le défaut d’éducation immunitaire n’est pas le 

critère unique qui régit l’immunogénicité des protéines thérapeutiques.  

Enfin, la durée de traitement et la voie d’administration de la protéine thérapeutique peuvent 

aussi influencer la réponse immunitaire : une administration itérative du produit sur une longue 

période favorise une rencontre avec le système immunitaire et facilite potentiellement une 

rupture de tolérance immunitaire, avec génération d’ADA de forte affinité. Par ailleurs, 

certaines voies d’injection sont plus immunogènes que d’autres (voie intramusculaire/sous-

cutanée > voie intraveineuse, (Schernthaner, 1993)). 
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De nombreux progrès ont été réalisés pour diminuer les risques de développer des ADA : 

amélioration des procédés de purification pour limiter les risques de contamination, 

modification chimique des protéines (ex : couplage à du polyéthylène glycol) pour améliorer la 

biodisponibilité du produit dans l’organisme ou limiter sa reconnaissance par le système 

immunitaire (Armstrong et al., 2007; Ing et al., 2015, 2016)). Malgré tous ces efforts, la 

génération d’ADA persiste et constitue un problème majeur récurrent.  

L’apparition d’ADA nécessite dès lors d’adapter les stratégies thérapeutiques mises en place : 

traiter les effets collatéraux des ADA, augmenter la posologie des produits administrés ou 

passer à des traitements alternatifs s’ils existent. Ainsi, l’apparition d’ADA a-t-elle un impact 

socio-économique très important. Une compréhension approfondie des mécanismes qui sous-

tendent l’apparition d’une réponse immunitaire menant à la production d’ADA est une priorité 

pour éradiquer la survenue de cette réponse délétère mais aussi améliorer l'efficacité des 

produits thérapeutiques à long terme.  

Protéine thérapeutique Pathologie Réponse immunitaire 

Erythropoïétine Anémie Réaction croisée avec la protéine native 

Aplasie pure des globules rouges décrite 

Facteur V Parahémophilie Allo-anticorps : 3% 

Facteur VIII Hémophilie A Allo-anticorps : 5-30% 

Perte d’efficacité  

Facteur IX Hémophilie B Allo-anticorps : 1-23% 

Perte d’efficacité  

Anaphylaxie décrite 

Facteur de Willebrand Maladie de Willebrand Allo-anticorps : 3-9% 

Perte d’efficacité  

Granulocyte macrophage 

colony-stimulating factor 

Neutropénie, cancers Allo-anticorps : > 90% 

Perte d’efficacité  

Insuline Diabète de type I Impact sur le contrôle glycémique 

Interleukine-2 Cancers, syndrome 

d’immunodéficience 

Allo-anticorps : > 50% 

Interféron de type I Hépatite, cancers, 

sclérose en plaques 

Allo-anticorps : 2-41% 

Réaction croisée avec la protéine native 

Megakaryocyte growth and 

development factor 

Thrombocytopénie Réaction croisée avec la protéine native 

Thrombocytopénie sévère décrite 

Figure 1. Exemples de protéines utilisées en thérapie et connues pour induire une réponse 

immunitaire humorale après administration à des patients (D’après (Dasgupta et al., 2008a; 

Malucchi and Bertolotto, 2008)).  
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2. Hémophilie A 

2.1. Présentation de la pathologie 

L’hémophilie A est l’une des plus fréquentes maladies hémorragiques connues, avec une 

incidence de l’ordre d’une naissance sur 10 000 (Mannucci and Tuddenham, 2001). Il s’agit 

d’une maladie congénitale rare à transmission récessive et liée au chromosome X. Elle implique 

donc que les patients soient de sexe masculin, à quelques exceptions près. Cette pathologie se 

caractérise par des anomalies génétiques affectant le gène codant le facteur VIII de la 

coagulation (FVIII), ce qui se traduit par un défaut quantitatif et/ou qualitatif en FVIII pro-

coagulant dans le sang. 

L’hémophilie A se manifeste par des hémorragies chroniques qui se déclenchent de manière 

spontanée ou suite à des traumatismes récurrents, en particulier au niveau des tissus mous 

(hématomes) et des articulations (hémarthroses). Ces saignements à répétition peuvent conduire 

au développement d’arthropathies invalidantes, pouvant évoluer en paralysies. Enfin, jusqu’à 

10% des patients hémophiles développent des hémorragies intracrâniennes et extracrâniennes, 

qui peuvent dès lors mettre en jeu le pronostic vital des patients (Daniele et al., 2011; Klinge et 

al., 1999; Richards et al., 2012). 

L’hémophilie A est une maladie hétérogène. L’ampleur des manifestations cliniques est liée à 

la sévérité du défaut en FVIII, qui est déterminée en fonction de l’activité résiduelle du FVIII 

mesurée dans le plasma des patients. L’hémophilie A est considérée comme mineure lorsque 

l’activité résiduelle du FVIII est comprise entre 5 et 40% de la valeur déterminée dans le plasma 

d’un donneur sain, modérée si la valeur est comprise entre 1 et 5% de la valeur normale et 

sévère si l’activité résiduelle du FVIII est inférieure à 1% (White et al., 2001). Par ailleurs, la 

répartition des patients hémophiles entre ces trois catégories n’est pas homogène : ainsi, les 

hémophiles A mineurs représentent 50% de la population malade, les modérés 10% et les 

patients hémophiles A sévères 40% (Antonarakis et al., 1995). 

Chez les patients hémophiles A mineurs, les saignements n’apparaissent pas de manière 

spontanée mais seulement suite à un traumatisme ou lors d’interventions chirurgicales. Chez 

les patients hémophiles A sévères, la maladie se manifeste fréquemment sous forme 

d’ecchymoses, d’épistaxis, de saignements spontanés au niveau des articulations et des muscles 

ou de saignements excessifs à la suite d’un traumatisme mineur. Quant aux patients hémophiles 

A modérés, ils dépeignent des symptômes entre les deux extrêmes (Rosendaal et al., 1991). 
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2.2. Génétique de l’hémophilie A 

Les anomalies génétiques à l’origine de l’hémophilie A sont extrêmement variées et participent 

à l’hétérogénéité phénotypique rencontrée dans cette pathologie (Rallapalli et al., 2014). Alors 

que la majorité des mutations touche le gène codant le FVIII (gène F8), il est intéressant de 

noter l’existence de cas d’hémophilie A consécutive à des mutations touchant des protéines 

impliquées dans le trafic intracellulaire du FVIII (Cunningham et al., 2003; Zhang et al., 2003).  

Le gène codant le FVIII (gène F8) est situé à l’extrémité du bras long du chromosome X, en 

position Xq28, et s’étend sur 186 kpb (Bowen, 2002; Gitschier et al., 1984). Le gène F8 

comprend 26 exons d’une taille allant de 69 à 3106 pb, qui sont transcrits en un ARN messager 

(ARNm) de 9 kb, soit 5% de la taille initiale du gène. Les 95% restants correspondent aux 

introns du gène qui, même s’ils ne sont pas exprimés, peuvent porter des mutations à l’origine 

d’une absence en FVIII fonctionnel. Des sites d’épissage alternatif peuvent aussi être créés et 

conduire à l’intégration d’introns dans l’ARNm (Pezeshkpoor et al., 2013). 

Les anomalies touchant le gène F8 comprennent des mutations ponctuelles, des 

délétions/insertions de séquences/nucléotides ainsi que des réarrangements géniques.  

Les mutations ponctuelles constituent la plus fréquente anomalie génétique et sont retrouvées 

chez plus de la moitié de la population hémophile. Elles comprennent des mutations faux-sens, 

des mutations non-sens ainsi que des mutations affectant l’épissage des ARNm (Bhopale and 

Nanda, 2003; Bowen, 2002). Les mutations faux-sens conservatives sont associées à un 

phénotype mineur sauf si elles touchent des régions importantes pour la fonction ou la structure 

du FVIII. A l’inverse, les substitutions non conservatives sont plutôt associées à un phénotype 

modéré voire sévère, en raison d’un risque accru de générer un FVIII dont la structure est 

déstabilisée. Les mutations non-sens, à l’origine de codons stop prématurés, se traduisent par 

une protéine tronquée ayant de fortes chances de ne pas être fonctionnelle. Ces mutations sont 

de ce fait associées à une forme sévère d’hémophilie A. Les effets des mutations qui abolissent 

ou génèrent des sites d’épissage sont variables, selon que les transcrits produits sont 

convenablement traduits (hémophilie mineure/modérée) ou non (hémophilie sévère). 

Deuxièmes anomalies les plus fréquentes parmi les cas d’hémophilie A, les délétions sont 

retrouvées chez 5 à 10% des patients. Elles peuvent éliminer un pan entier du gène F8 ou encore 

être à l’origine d’un décalage dans le cadre de lecture du gène F8. Les délétions sont 

généralement associées à un phénotype sévère. 
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Les réarrangements géniques sont des évènements assez rares, à l’exception de l’inversion de 

l’intron 22, dont la prévalence est de 45-50% chez les patients hémophiles A sévères (Gouw et 

al., 2012; Lakich et al., 1993; Naylor et al., 1993). Suite à une recombinaison homologue, le 

gène F8 se retrouve interrompu, avec les exons 1-22 dans une direction et les exons 23-26 dans 

l’autre direction. La production d’un ARNm contenant tous les exons n’est dès lors plus 

possible, il n’y a pas de production de FVIII et un phénotype sévère en résulte. Il a été 

récemment observé que des patients présentant une inversion de l’intron 22 arrivaient à 

synthétiser du FVIII sous la forme de deux chaînes polypeptidiques dépourvues d’activité et 

exclusivement retrouvées à l’intérieur de certains types cellulaires, comme les cellules 

mononucléées issues du sang périphérique mais les résultats sont controversés (Pandey et al., 

2013). 

Enfin, chez certains patients, le FVIII est produit mais n’est pas fonctionnel : 5% des patients 

hémophiles A possèdent du FVIII circulant à un niveau normal mais aucune activité biologique 

n’est détectable dans le plasma (Amano et al., 1998; Rallapalli et al., 2014). Ainsi, le fait que 

les patients présentent un large spectre d’anomalies génétiques, qui se manifestent de manière 

variée sur le plan phénotypique, fait-il de l’hémophilie A une maladie très hétérogène. 

2.3. Facteur VIII 

2.3.1. Synthèse et structure du FVIII 

Le site de synthèse du FVIII fait l’objet de nombreux débats. Initialement localisé au niveau 

des hépatocytes puis au niveau des cellules endothéliales sinusoïdales du foie (Hellman et al., 

1989; Ingerslev et al., 1988), on sait désormais que le FVIII est synthétisé par de nombreuses 

sous-populations de cellules endothéliales (Everett et al., 2014; Jacquemin et al., 2006; Pan et 

al., 2016; Shahani et al., 2014). De récentes études chez la souris pointent également l’existence 

d’une production par les cellules myéloïdes mais les résultats restent controversés (Everett et 

al., 2014; Zanolini et al., 2015).   

Le FVIII est une glycoprotéine qui se présente sous la forme d’un hétérodimère de 280 kDa 

constitué d’une chaîne lourde comprenant trois domaines : A1, A2 et B ; et d’une chaîne légère 

comprenant les domaines A3, C1 et C2 (Figure 2). Les deux chaînes sont associées par des 

interactions non-covalentes, via un cation divalent. Deux segments riches en acides aminés 

acides succèdent aux domaines A1 et A2 et un autre précède le domaine A3. Les domaines du 

FVIII s’agencent ainsi de cette manière : (NH2) A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2 (CO2H) (Hoyer, 

1994). 
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L’expression du gène F8 conduit initialement à la production d’une chaîne polypeptidique de 

2351 acides aminés : un peptide signal, constitué de 19 acides aminés et qui permet la 

translocation dans la lumière du réticulum endoplasmique, et la séquence du FVIII, constitué 

de 2332 acides aminés. Au cours de son trajet dans le système vésiculaire intracellulaire, le 

FVIII subit successivement plusieurs modifications post-traductionnelles : clivage du peptide 

signal et N-glycosylations dans le réticulum endoplasmique, O-glycosylations et sulfatations 

de tyrosines et maturation des N-glycosylations dans l’appareil de Golgi (Kaufman et al., 1988).  

Enfin, des clivages protéolytiques au niveau des acides aminés Arg1313 et Arg1648 conduisent 

à la sécrétion d’un FVIII hétérodimérique. Une fois sécrété dans la circulation sanguine, le 

FVIII s’associe au facteur de Willebrand (von Willebrand Factor, vWF, (Vlot et al., 1996)). Le 

vWF est la protéine chaperonne du FVIII qui assure sa stabilité et sa biodisponibilité dans la 

circulation, le protège d’une éventuelle activation prématurée ou d’une dégradation par les 

enzymes circulantes et le transporte vers les sites de saignement (Kaufman et al., 1997). Cette 

association mobilise la chaîne légère, et plus précisément la région acide a3 et le domaine C2. 

Le complexe FVIII/vWF voyage ainsi dans la circulation sanguine, jusqu’au moment où il est 

mobilisé lorsqu’une brèche vasculaire se forme. 

 

Figure 2. Structure du FVIII. La transcription de l’ARNm codant le FVIII produit une chaine 

polypeptidique de 2352 acides aminés qui est adressée au réticulum endoplasmique, à 

l’intérieur duquel elle perd son peptide signal et contient alors 2332 acides aminés. Une fois 

dans l’appareil de Golgi, elle subit un clivage protéolytique en Arg1313 et en Arg1648, formant 

ainsi une structure hétérodimérique avec une chaine lourde (A1, a1, A2, a2 et B) et une chaine 

légère (a3, A3, C1 et C2), associées entre elles par un ion divalent. 
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2.3.2. Hémostase 

Lorsqu’une brèche vasculaire se forme, des molécules du sous-endothélium sont exposées au 

contact du sang et déclenchent les premières étapes du processus d’hémostase. La rupture de 

l’endothélium vasculaire s’accompagne d’une vasoconstriction locale qui réduit le débit 

sanguin. Ceci a pour conséquence de réduire la perte de sang et de faciliter les interactions entre 

les molécules nécessaires à l’initiation de l’hémostase.  

Hémostase primaire 

Suite à la vasoconstriction, les plaquettes circulantes sont recrutées et adhèrent au sous-

endothélium exposé (Figure 3). Cette adhésion se fait notamment par l’intermédiaire du vWF, 

qui se fixe aux molécules de collagène exposées par le sous-endothélium et qui est reconnu par 

des récepteurs plaquettaires. Les plaquettes s’activent alors localement : ceci se manifeste par 

un changement morphologique, dû à un remaniement du cytosquelette, et par un relargage du 

contenu des granules sécrétoires présents à l’intérieur des plaquettes. Les médiateurs excrétés 

recrutent plus de plaquettes, ce qui se traduit progressivement par la formation d’un clou 

plaquettaire au niveau de la brèche.  

 

Figure 3. Hémostase primaire. Après fixation au sous-endothélium exposé, les plaquettes 

s’activent, changent de morphologie et sécrètent des chimiokines. Ces molécules chémo-

attractantes vont localement permettre un recrutement de plaquettes, qui s’agrègent pour former 

un clou hémostatique.  
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Hémostase secondaire 

La seconde étape consiste à solidifier ce clou plaquettaire, par activation de la cascade de la 

coagulation. Une succession de réactions enzymatiques se met en place, dans le but de générer 

un caillot de fibrine qui consolidera l’agrégat plaquettaire (Figure 4). Deux voies d’activation 

de la coagulation ont été identifiées : la voie extrinsèque et la voie intrinsèque. 

La brèche vasculaire s’accompagne d’une exposition des composants du sous-endothélium, 

notamment du facteur tissulaire, un facteur pro-coagulant membranaire. Ce dernier déclenche 

l’activation de la voie extrinsèque. L’exposition du facteur tissulaire au contact du sang active 

le facteur VII de la coagulation (FVIIFVIIa). Le FVIIa active à son tour le facteur X 

(FXFXa), qui s’associe alors au facteur V activé (FVa) dans un complexe appelé 

prothrombinase. Le complexe prothrombinase active la prothrombine (FII) en thrombine (FIIa). 

Cette thrombine permet la polymérisation de monomères de fibrine et active le facteur XIII 

(FXIIIFXIIIa) qui va stabiliser le caillot de fibrine. 

La voie intrinsèque commence par la liaison du facteur XII de la coagulation à des surfaces 

chargées négativement, exposées par le sous-endothélium. Cette liaison conduit à l’auto-

activation du facteur XII (FXIIFXIIa). Le FXIIa active le facteur XI (FXIFXIa), qui active 

à son tour le FIX (FIXFIXa). Le FIXa s’associe au FVIII activé (FVIIIa) et aux 

phospholipides exprimés sur les plaquettes pour former le complexe ténase. Ce complexe 

permet l’activation du FX, ce qui entraine une augmentation de la génération de thrombine et 

ainsi une production accrue de fibrine.  
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Figure 4. Hémostase secondaire. Suite à l’exposition du sous-endothélium et à l’agrégation 

des plaquettes, l’hémostase secondaire se déclenche. La voie extrinsèque est déclenchée après 

l’exposition du facteur tissulaire pro-coagulant depuis le sous-endothélium. Le facteur tissulaire 

active le FVII en FVIIa. Le FVIIa active à son tour le FX en FXa. Le FXa s’associe au FVa 

pour former un complexe appelé complexe prothrombinase. Le complexe prothrombinase 

active la prothrombine en thrombine. La thrombine produite permet l’activation du fibrinogène 

en fibrine, la polymérisation des monomères de fibrine ainsi que l’activation du FXIII qui 

permet de stabiliser le caillot de fibrine. La voie intrinsèque s’active après interaction du FXII 

avec des surfaces chargées négativement du sous-endothélium. Cette liaison conduit à l’auto-

activation du FXII. Le FXIIa active alors le FXI qui, une fois activé (FXIa), active à son tour le 

FIX. Le FIXa généré s’associe au FVIIIa, produit au préalable par la thrombine, et aux 

phospholipides exposés à la surface des plaquettes pour former le complexe ténase. Ce 

complexe permet l’activation du FX, ce qui maintient la production de thrombine en aval, initiée 

par l’activation de la voie extrinsèque, et favorise la génération de fibrine. 
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2.3.3. Rôle du FVIII dans l’hémostase secondaire 

Adressé au site de saignement par l’intermédiaire du vWF, le FVIII est activé localement par 

la thrombine qui procède à un clivage au niveau de la chaîne lourde (Arg372 et Arg740) et au 

niveau de la chaîne légère (Arg1689). Ce dernier clivage libère la région a3 de la chaîne légère 

et permet de dissocier le FVIII du vWF (Figure 5). Une fois activé, le FVIIIa change de 

conformation et sert de cofacteur au FIXa au sein du complexe ténase. En s’associant aux 

phospholipides exposés à la surface des plaquettes activées ou de l’endothélium endommagé, 

le complexe ténase catalyse la conversion du FX en FXa. Le FXa participe alors à la formation 

du complexe prothrombinase, nécessaire à la génération de fibrine. 

 

Figure 5. Activation du FVIII. Le FVIII dispose de plusieurs sites pour interagir avec ses 

partenaires de la coagulation (vWF, FIXa, FX, FXa et phospholipides (PL)), qui persistent après 

activation de la molécule par la thrombine et permet au FVIIIa de pleinement jouer son rôle de 

cofacteur. La thrombine active le FVIII par un clivage protéolytique sur la chaine lourde 

(Arg372 et Arg740) et sur la chaine légère (Arg1689). Le FVIII activé adopte alors une 

conformation hétérotrimérique. Le domaine A1 et la région acide a1 interagissent avec le 

domaine A2 et la région acide a2 via des interactions faibles.   

Le FVIII joue son rôle clef dans les processus d’hémostase grâce aux différents domaines dont 

il est pourvu (Figure 6). Les domaines A contiennent des sites importants pour interagir avec 

le FX et le FIXa : le segment acide a1 en aval du domaine A1 contient des acides aminés 

impliqués dans l’interaction avec le FX et le FXa (Nogami et al., 2004) ; le domaine A2 permet 
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d’interagir avec le FIXa via les résidus 558-565 (Fay et al., 1994) ; enfin, le domaine A3 

contient également un site de liaison au FIXa (acides aminés 1810-1818) (Bloem et al., 2013).  

Le grand domaine B ne présente à ce jour aucun rôle pro-coagulant mis en évidence et son rôle 

physiologique demeure méconnu.  

Enfin, les domaines C du FVIII sont très riches en acides aminés chargés positivement et en 

acides aminés hydrophobes. Ces résidus sont importants pour la fonction du FVIII (Cooper, 

2000). Ainsi, Gilbert et al. ont-ils démontré un rôle majeur pour le domaine C2, grâce à 

l’existence de protrusions hydrophobiques qui permettent l’ancrage du FVIII aux 

phospholipides membranaires. Cette pénétration du domaine C2 dans la membrane est 

nécessaire au rôle de cofacteur du FVIII (Gilbert et al., 2002). Des études récentes ont toutefois 

souligné l’importance du domaine C1 dans la capacité du FVIII à se lier à la surface des 

plaquettes (Meems et al., 2009). Le domaine C1 agit en synergie avec le domaine C2 pour 

permettre la fixation du FVIII aux plaquettes (Hsu et al., 2008; Lü et al., 2011; Meems et al., 

2009). Par ailleurs, il a été montré que le domaine C1 était aussi engagé dans des interactions 

avec le FXa. La coopération des deux domaines C est donc nécessaire au bon fonctionnement 

du complexe ténase (Lü et al., 2011). Enfin, le domaine C2 dispose également de sites 

d’interaction avec le vWF, le FXa et le FIXa (Gilbert et al., 2002; Nogami et al., 1999). 

 

Figure 6. Structure cristallographique du FVIII. 

(A) Diagramme des domaines du FVIII humain 

amputé du domaine B. (B) Structure 

tridimensionnelle du FVIII humain. Le domaine A1 et 

la région acide a1 sont colorés en bleu foncé. Le 

domaine A2 et la région acide a2 sont colorés en bleu 

clair. Ces régions font partie de la chaine lourde du 

FVIII. Les domaines A3, C1 et C2 font partie de la 

chaine légère et sont colorées en rouge, rose foncé et 

rose clair respectivement. La région acide a3 n’est pas 

indiquée sur cette représentation. La structure 

comprend deux ions Cu2+ et un ion Ca2+ (D’après 

(Ngo et al., 2008)). 
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2.4. Traitements des épisodes hémorragiques et complications associées 

2.4.1. Traitements des saignements 

Pour soigner ou prévenir les saignements qui surviennent chez les patients hémophiles A, la 

stratégie thérapeutique la plus courante consiste en l’administration de FVIII exogène 

thérapeutique par voie intraveineuse. Le traitement vise à restaurer la quantité de FVIII 

fonctionnel dans la circulation sanguine. Le FVIII peut être administré aux patients soit à la 

demande soit de manière prophylactique. 

Les traitements à la demande font référence aux injections de FVIII lors d’un saignement. La 

dose appropriée à administrer et la durée du traitement dépendent de l’ampleur du saignement. 

Ainsi, pour des hémorragies mineures (i.e. hématome précoce, épistaxis), il suffit d’atteindre 

40-60% du niveau normal de FVIII pour arrêter le saignement (Paroskie et al., 2015; Peyvandi 

et al., 2016a). En revanche, pour des hémorragies plus sévères (hématome étendu, saignement 

gastro-intestinal), les doses administrées sont beaucoup plus fortes (80-100%) et le traitement 

peut durer plusieurs semaines pour prévenir la survenue de saignements ultérieurs. 

Les traitements prophylactiques visent à empêcher les épisodes hémorragiques spontanés et la 

survenue de complications invalidantes chez les patients hémophiles A sévères. Ils consistent 

en l’administration de FVIII au moins 2 à 3 fois par semaine pour atteindre un niveau en FVIII 

circulant de l’ordre de 5% du niveau normal (Carcao and Aledort, 2004). La stratégie repose 

sur le fait que les hémophiles A modérés (FVIII > 1%) présentent moins de saignements 

spontanés et d’articulations abimées que les hémophiles A sévères (Fischer et al., 2001). 

2.4.2. Produits thérapeutiques 

Deux types de FVIII thérapeutiques sont actuellement disponibles sur le marché. 

Les FVIII dérivés de plasma (pdFVIII) sont purifiés à partir de mélanges de plasma de donneurs 

sains. En plus du FVIII, ces concentrés contiennent de nombreuses autres protéines, telles que 

du vWF ou de la fibronectine, tous deux récupérés avec le FVIII lors du processus de 

purification (Basilico et al., 2010). 

Les FVIII recombinants (rFVIII) sont produits in vitro par des lignées cellulaires transfectées 

de manière stable : ainsi, l’octocog alfa est-il produit à partir de cellules Chinese Hamster 

Ovary (CHO) ou encore de cellules Baby Hamster Kidney (BHK). Il a aussi été développé une 

forme recombinante de FVIII dont le domaine B, ne participant pas à la fonction pro-coagulante 

du FVIII, a été amputé. Cette forme est connue sous le nom de B domain-deleted FVIII (BDD-
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FVIII). Enfin, des formes améliorées de BDD-FVIII ont récemment vu le jour. Fusionnés à un 

fragment Fc (Eloctate®) ou couplés à du polyéthylène glycol (Adynovate™), ces produits 

disposent d’une plus longue durée de vie que leur homologue natif (Shapiro et al., 2014; 

Turecek et al., 2012). 

2.4.3. Complications du traitement 

Jusque dans les années 1990, quand les pdFVIII étaient les seuls FVIII à disposition, l’un des 

principaux obstacles au succès du traitement au FVIII était la transmission d’agents infectieux 

tels que le virus de l’hépatite B, de l’hépatite C ou encore celui de l’immunodéficience humaine 

(Mauser-Bunschoten et al., 2009). Avec l’amélioration des techniques de purification et la mise 

en place des procédés d’inactivation virale mais aussi avec l’avènement des rFVIII, ce risque a 

drastiquement diminué.  

De nos jours, la principale complication est le déclenchement d’une réponse immunitaire qui 

se manifeste par la génération d’anticorps dirigés contre le FVIII thérapeutique administré. 

Certains anticorps, dits inhibiteurs, neutralisent l’activité pro-coagulante du FVIII injecté. Les 

patients deviennent réfractaires au traitement, qui perd alors son efficacité. Ceci entraîne une 

dégradation de leur qualité de vie ainsi qu’une complication de leur prise en charge clinique. 

Le développement d’anticorps inhibiteurs survient chez près de 30% des patients hémophiles 

A sévères. Ces anticorps apparaissent généralement après 15-20 jours cumulés d’exposition au 

FVIII (Gouw et al., 2013a, 2013b; Oldenburg and Pavlova, 2006). Les anticorps inhibiteurs 

sont également générés chez les hémophiles A mineurs et modérés (Eckhardt et al., 2013), avec 

une incidence de plus de 13% après 100 jours d’exposition au FVIII. 

La réponse immunitaire dirigée contre le FVIII est une réponse immunitaire humorale 

polyclonale. Elle comprend des anticorps anti-FVIII neutralisants, tout comme des anticorps 

qui peuvent se lier au FVIII sans pour autant affecter son activité fonctionnelle. Les anticorps 

neutralisants sont des immunoglobulines de classe G (IgG) de haute affinité, le plus 

fréquemment de sous-classe IgG4, suivi de la sous-classe IgG1 (Hofbauer et al., 2015; Whelan 

et al., 2013). Il est à noter qu’il existe aussi des anticorps générés de faible affinité, retrouvés 

chez les patients sans inhibiteurs ainsi que chez les sujets sains (Algiman et al., 1992; Moreau 

et al., 2000). Certains anticorps inhibiteurs bloquent l’activité du FVIII en se fixant dessus, 

créant ainsi un encombrement stérique qui empêche le FVIII d’interagir avec ses partenaires de 

la cascade de la coagulation. En effet, les principaux épitopes ciblés par les anticorps anti-FVIII 

se situent dans les domaines A2 de la chaîne lourde et les domaines A3 et C2 de la chaîne légère 
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(Scandella, 2000), domaines impliqués dans des interactions avec le FIXa, le FX, la thrombine 

ou encore les phospholipides. L’interaction des anticorps avec le FVIII injecté peut également 

conduire à la formation de complexes immuns qui accéléreraient l’élimination du FVIII. Enfin, 

un troisième mécanisme a été décrit: certains inhibiteurs générés ont la capacité d’hydrolyser 

le FVIII (Lacroix-Desmazes et al., 1999). Ces anticorps, dits catalytiques, ont été retrouvés chez 

plus de 50% de patients hémophiles A sévères ayant développé une réponse immunitaire 

(Grosbois et al., 2013; Lacroix-Desmazes et al., 2002, 2006; Wootla et al., 2008). 

2.4.4. Traitement/prévention des hémorragies chez les patients avec inhibiteurs 

Différentes stratégies thérapeutiques existent pour traiter ou prévenir les épisodes 

hémorragiques chez les patients malgré la présence d’anticorps inhibiteurs. 

Pour quantifier ces inhibiteurs, la méthode utilisée est le test Bethesda et sa variante développée 

à Nijmegen. Ces tests évaluent la neutralisation de la fonction du FVIII et s’expriment en unités 

Bethesda (UB) par ml de plasma. Une unité Bethesda correspond à l’inverse de la dilution d’un 

plasma à laquelle les inhibiteurs qu’il contient neutralisent 50% de l’activité du FVIII présent 

dans un plasma de donneurs sains. Le seuil de positivité est fixé à 0,6 UB/ml. 

Les patients ayant un faible titre en anticorps inhibiteurs (≤ 5 UB/ml) peuvent être traités avec 

des doses plus importantes et/ou plus fréquentes de FVIII. Le but est de saturer les anticorps 

circulants et d’apporter assez de FVIII à l’organisme pour maintenir une hémostase correcte. 

Les patients ayant un titre élevé en inhibiteurs (> 5 UB/ml) ont recours à des stratagèmes 

thérapeutiques qui court-circuitent le besoin en FVIII. Ces approches induisent une hémostase 

indépendante du FVIII (voie extrinsèque, Figure 4) et comprennent l’utilisation de facteur VII 

activé (Novoseven™) ou de concentrés en facteurs prothrombotiques comme le Factor Eight 

Inhibitor Bypassing Activity (FEIBA, (von Depka, 2005; Franchini et al., 2013; Turecek et al., 

2004)).   

Il est possible d’induire une tolérance immunitaire spécifique au FVIII chez les patients 

hémophiles réfractaires au traitement conventionnel. L’induction de tolérance immunitaire 

(ITI) consiste en l’administration itérative de faibles ou de fortes doses de FVIII sur de longues 

périodes (de plusieurs mois à plusieurs années). Elle permet d’éradiquer les inhibiteurs dans 70 

à 85% des cas (Di Michele, 1998). Les mécanismes qui sous-tendent l’ITI restent méconnus à 

ce jour. Certaines études suggèrent que de fortes doses de FVIII induisent l’apoptose des 

lymphocytes B mémoires murins spécifiques du FVIII (Hausl et al., 2005). Toutefois, la dose 

la plus faible requise pour inhiber les lymphocytes B spécifiques murins n’est pas atteinte chez 
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l’Homme, même pour un protocole d’ITI à forte dose de FVIII. De plus, ceci ne permet pas 

d’expliquer le succès des protocoles à faible dose de FVIII. L’ITI est une approche efficace 

pour restaurer une tolérance au FVIII. Toutefois, le risque d’échec n’est pas négligeable (25-

30% des patients traités). Enfin, jusqu’à 30% des patients rendus tolérants au FVIII après ITI 

développent à nouveau des anticorps inhibiteurs (Antun et al., 2015). 

L’apparition de cette réponse immunitaire délétère chez les patients et le recours à des 

stratagèmes thérapeutiques contraignants et onéreux rendent difficile la prise en charge des 

patients. Dans les pays occidentaux, le traitement d’un patient avec inhibiteurs peut atteindre 

0,2 million d’euros par an (Gringeri et al., 2003; Rocino et al., 2016). 

3. Réponse immunitaire dirigée contre le facteur VIII 

La réponse immunitaire à l’encontre du FVIII thérapeutique exogène est considérée comme une 

réponse allogénique thymo-dépendante classique (Dasgupta et al., 2008a; Georgescu et al., 

2016).  

Après administration par voie intraveineuse, le FVIII thérapeutique circulant est reconnu par 

des cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Cette reconnaissance s’accompagne de la capture 

de l’antigène et de son apprêtement à l’intérieur des endosomes. Le FVIII est alors clivé en 

petits peptides qui sont ensuite chargés sur les molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) de classe II. Le complexe CMH/peptide est alors exposé à la 

surface des CPA et est reconnu par le récepteur T (T Cell Receptor, TCR) exprimé sur les 

lymphocytes T (LT) naïfs spécifiques du FVIII. Après avoir reçu un signal d’activation adéquat, 

les CPA activent ces LT qui, à leur tour, activent des lymphocytes B (LB) spécifiques. Ces LB 

se différencient en LB mémoires et en plasmocytes sécréteurs d’anticorps anti-FVIII (Figure 

7). 
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Figure 7. Représentation schématique de la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII 

thérapeutique. La réponse immunitaire contre le FVIII est une réponse humorale classique 

dirigée contre un antigène étranger. Le FVIII thérapeutique est endocyté par des CPA, qui après 

protéolyse de l’antigène, présentent des peptides du FVIII associés à des molécules de CMH de 

classe II à des LT CD4+ naïfs spécifiques du FVIII. La reconnaissance du peptide via le TCR 

du LT et les interactions entre les molécules de costimulation exprimées sur les CPA et les LT 

(CD40/CD40L, CD80-86/CD28) entrainent l’activation des LT. Ces LT prolifèrent et activent 

des LB spécifiques du FVIII. Cette activation passe par une interaction entre le TCR des LT et 

le complexe CMH/peptide des LB ainsi qu’une interaction entre les molécules de costimulation 

exprimées sur les LB et les LT. Les LB activés prolifèrent et se différencient en LB mémoires 

ou en plasmocytes sécréteurs d’anticorps inhibiteurs anti-FVIII. 

3.1. Interactions entre le facteur VIII et les cellules présentatrices d’antigènes 

Les étapes précoces de la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII restent méconnues et font 

l’objet de nombreuses investigations : quelles sont les CPA impliquées dans l’initiation de la 

réponse immunitaire ? Où est-ce que le FVIII interagit avec le système immunitaire ? Plusieurs 

explications ont été avancées.  

3.1.1. Sites d’interaction potentiels 

La rate est un organe lymphoïde secondaire idéal pour l’initiation de la réponse immunitaire 

anti-FVIII. Chargée de filtrer le sang, la rate est un lieu privilégié pour retrouver des antigènes 

en circulation, dont le FVIII. Elle fournit un microenvironnement immunitaire propice à la mise 

en place des réponses immunitaires adaptatives. En 2009, une étude in vivo a montré 

l’accumulation de FVIII dans la rate après injection chez des souris (Navarrete et al., 2009). De 

plus, la splénectomie de ces souris avant administration de FVIII réduisait fortement le taux 
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d’anticorps inhibiteurs générés. Toutefois, l’éradication n’était pas complète, ce qui suggère 

l’existence d’autres lieux d’interaction. 

Le foie est aussi un organe proposé : en effet, le FVIII peut également s’accumuler dans le foie 

après administration (Navarrete et al., 2009; van Schooten et al., 2008). Le foie présente une 

importante vascularisation et des études indiquent la présence de CPA à l’intérieur (cellules 

dendritiques, macrophages) et de LT (Crispe, 2011). Certaines populations cellulaires comme 

les cellules endothéliales sinusoïdales pourraient également présenter des peptides à des LT 

(Elvevold et al., 2008) mais les études restent controversées à ce sujet. Par ailleurs, le système 

immunitaire au niveau hépatique est plus prompt à induire de la tolérance immunitaire que des 

réponses inflammatoires (Racanelli and Rehermann, 2006).   

Enfin, les sites de saignement sont également suspectés : les brèches vasculaires engendrent un 

important microenvironnement inflammatoire capable de recruter et d’activer les cellules du 

système immunitaire. Il est alors possible que le FVIII soit capturé au niveau du site de 

saignement par des CPA et transporté vers des organes lymphoïdes secondaires (ganglions, 

rate).  

3.1.2. Cellules présentatrices d’antigènes  

La réponse immunitaire se met en place à partir du moment où le FVIII est pris en charge par 

des CPA telles que les cellules dendritiques, les macrophages ou les lymphocytes B. 

Les cellules dendritiques sont des CPA professionnelles pouvant déclencher des réponses 

immunitaires primaires en activant des lymphocytes T naïfs. Les cellules dendritiques ont la 

capacité d’internaliser des antigènes via les différents récepteurs qu’elles expriment à leur 

surface. Après endocytose de l’antigène, elles deviennent matures et migrent vers les organes 

lymphoïdes secondaires où elles peuvent présenter l’antigène et activer des lymphocytes T. 

Les macrophages sont des cellules phagocytaires présentant de nombreux récepteurs 

d’endocytose à leur surface. Leur rôle majeur est d’éliminer les débris cellulaires, les cellules 

apoptotiques ainsi que les pathogènes (Poon et al., 2014). De nombreuses sous-populations de 

macrophages existent dans l’organisme. Ainsi dans la rate, retrouve-t-on des macrophages 

métallophiliques et des macrophages dans la zone marginale splénique qui se sont révélés être 

impliqués dans la réponse immunitaire anti-FVIII in vivo (Navarrete et al., 2009). Non 

seulement le FVIII co-localise-t-il avec ces macrophages spléniques après avoir été administré 

in vivo, mais leur déplétion a aussi permis de réduire le taux d’anticorps anti-FVIII produits. 
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Toutefois, les macrophages sont moins puissants que les cellules dendritiques pour stimuler les 

lymphocytes T et exercent principalement une fonction catabolique.  

Enfin les lymphocytes B expriment une immunoglobuline à leur surface (B Cell Receptor, 

BCR) qui permet de reconnaitre et d’endocyter l’antigène pour lequel elle est spécifique. Les 

lymphocytes B mémoires, avec leur BCR de haute affinité, jouent un rôle prédominant dans les 

réponses immunitaires secondaires. En réponse immunitaire primaire, le rôle des lymphocytes 

B reste moins évident (Barnett et al., 2014). Il a toutefois été récemment observé qu’après 

administration dans un modèle murin d’hémophilie A, le FVIII co-localisait principalement 

avec les lymphocytes B au détriment des cellules dendritiques et des macrophages dans la rate 

(Lai et al., 2015), suggérant un potentiel rôle des lymphocytes B dans la capture du FVIII et 

l’initiation de la réponse immunitaire primaire. 

3.1.3. Internalisation du facteur VIIII 

Pour initier la réponse immunitaire, le FVIII doit être internalisé par une CPA professionnelle. 

Bien qu’elles fassent l’objet d’intenses recherches, les voies d’endocytose du FVIII restent mal 

connues. Il est encore difficile de dire sous quelle forme le FVIII est capturé : seul ? Complexé 

avec le vWF ? Complexé avec des anticorps inhibiteurs ? Malgré tout, plusieurs récepteurs 

d’internalisation ont été proposés ou identifiés à ce jour (Navarrete et al., 2010).  

La famille des Low Density Lipoprotein (LDL) Receptor fait partie des premiers récepteurs 

d’endocytose du FVIII à avoir été décrits. Parmi ces derniers, on trouve le Lipoprotein 

Receptor-related Protein 1 (LRP1, CD91). Ce récepteur est exprimé aussi bien sur les cellules 

myéloïdes (cellules dendritiques, macrophages, cellules de Kupffer) que tissulaires 

(hépatocytes, neurones, myocyte lisse vasculaire). L’interaction de LRP1 avec ses ligands 

induit leur endocytose et leur catabolisme par la voie lysosomale. LRP1 participe ainsi de cette 

manière à l’homéostasie du cholestérol et de facteurs impliqués dans la fibrinolyse (Neels et 

al., 1999). LRP1 est également capable d’interagir avec le FVIII. Cette liaison mobilise les 

domaines A2 sur la chaine lourde et C2 sur la chaine légère du FVIII (Lenting et al., 1999; 

Saenko et al., 1999). In vitro, il a été montré que des cellules exprimant LRP1 de manière 

constitutive ou de manière induite internalisaient et dégradaient le FVIII. In vivo, il a été montré 

que LRP1 participait à l’élimination du FVIII : l’inhibition de LRP1 par invalidation génique 

ou par l’administration de Receptor-Associated Protein (RAP) augmente par 1,5 à 3,3 fois la 

demi-vie du FVIII circulant (Bovenschen et al., 2003; Lenting et al., 1999; Rastegarlari et al., 

2012; Saenko et al., 1999). Du point de vue de l’immunogénicité du FVIII, les études suggèrent 
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que le rôle de LRP1 serait nul dans l’endocytose du FVIII par les cellules dendritiques in vitro 

(Dasgupta et al., 2008b; Herczenik et al., 2012a). De manière intéressante, plusieurs études 

récentes ont mis en lumière une implication de LRP1 dans la mise en place des réponses 

immunitaires (Pawaria and Binder, 2011; Pawaria et al., 2011). LRP1 est capable de lier des 

Heat Shock Proteins (HSP), des protéines libérées par les cellules tumorales et utilisées dans 

un cadre de vaccination anti-tumorale. Cette interaction sur les CPA s’accompagne de leur 

internalisation et de l’activation de la voie de signalisation Nuclear Factor Kappa B (NF-κB). 

Il en résulte une maturation des CPA, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires permettant 

de polariser les réponses immunitaires vers un profil inflammatoire Th1 ou Th17 (Pawaria and 

Binder, 2011; Redzovic et al., 2015). Il est dès lors possible d’imaginer que l’interaction entre 

le FVIII et LRP1 puisse contribuer in vivo à la production de signaux pro-inflammatoires 

propices à l’établissement de la réponse immunitaire anti-FVIII. 

En 2001, Sarafanov et al. ont montré que l’interaction entre le FVIII et LRP1 nécessitait au 

préalable une étape de préconcentration à la surface des cellules via des protéoglycanes de la 

matrice extracellulaire, les Heparan Sulfate ProteoGlycans (HSPG) (Sarafanov et al., 2001). Il 

a ainsi été montré in vitro que les HSPG pouvaient se lier au FVIII par le domaine A2 sur la 

chaine légère. Cette liaison aux HSPG permet la fixation du FVIII sur les cellules puis dans un 

second temps l’interaction avec LRP1 et l’endocytose du FVIII pour son catabolisme. Ainsi, la 

disparition des HSPG sur ces cellules par traitement à l’héparinase associée à une inhibition de 

LRP1 par traitement à RAP réduit-elle de manière drastique la quantité de FVIII fixé par rapport 

à un traitement avec RAP seul. Les HSPG pourraient ainsi, dans le cadre de la réponse 

immunitaire anti-FVIII, concentrer le FVIII à la surface des CPA avant qu’il ne soit internalisé 

dans un second temps. In vivo, le blocage simultané des HSPG et de LRP1, par administration 

de protamine et de RAP respectivement, ralentit la dégradation du FVIII et prolonge de 5,5 fois 

sa demi-vie.  

Les modifications post-traductionnelles présentes sur le FVIII peuvent également permettre la 

reconnaissance par certains récepteurs, notamment ceux de la famille des lectines, parmi 

lesquels on trouve l’ASialoGlycoProtein Receptor (ASGPR). L’ASGPR est une lectine de type 

C, fortement exprimée au niveau du foie, qui peut fixer des glycanes dépourvus en acides 

sialiques, tels que le galactose ou le N-acetyl-galactosamine situés en position terminale des 

chaines polysaccharidiques. L’ASGPR est impliqué dans la capture de glycoprotéines 

circulantes. Bovenschen et al. ont montré en 2005 que l’ASGPR pouvait se lier au FVIII in 

vitro, et que cette liaison sollicitait des régions N-glycosylées du domaine B de la chaine lourde 
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du FVIII (Bovenschen et al., 2005). L’administration de FVIII et d’asialo-orosomucoïde, 

antagoniste de haute affinité de l’ASGPR, a allongé de 1,6 fois le temps de biodisponibilité du 

FVIII en circulation. Malgré l’expression d’ASGPR à la surface de CPA telles que les cellules 

dendritiques immatures et les macrophages (Ozaki et al., 1995; Valladeau et al., 2001), aucune 

étude adressant le rôle potentiel d’ASGPR dans la réponse immunitaire anti-FVIII n’a été 

réalisée à ce jour. Cela serait d’autant plus intéressant que de nombreuses lectines de type C 

telles que DC-SIGN, DEC205 ou Dectin 1 sont impliquées dans la capture d’antigène, la 

présentation antigénique ainsi que la polarisation des réponses immunitaires thymo-

dépendantes (Geijtenbeek and Gringhuis, 2009). 

La majorité des chaines polysaccharidiques arborées par le FVIII se terminent par des acides 

sialiques. Ceci fait du FVIII un ligand potentiel pour une sous-catégorie de récepteurs de la 

famille des lectines, les Sialic-acid binding ImmunoGlobulin-like LECtins (Siglecs). Les 

Siglecs sont exprimés à la surface des cellules hématopoïétiques myéloïdes comme lymphoïdes 

(monocytes, cellules dendritiques, macrophages, granulocytes, lymphocytes, (Varki and 

Angata, 2006)). En 2012, Pegon et al. ont montré que Siglec-5 pouvait interagir avec le FVIII 

(Pegon et al., 2012). Siglec-5 est exprimé sur les cellules myéloïdes et lymphoïdes présentes 

dans la rate et les organes lymphoïdes secondaires, ainsi qu’au niveau du foie (Connolly et al., 

2002; Crocker and Varki, 2001). Le FVIII est capable de se lier à Siglec-5 in vitro et cette 

interaction est également observable à la surface des monocytes. En utilisant des lignées 

cellulaires exprimant Siglec-5, il a été montré que le FVIII pouvait être internalisé et retrouvé 

dans des endosomes précoces. In vivo, seule une approche sur la biodisponibilité du FVIII a été 

réalisée, avec une diminution de la demi-vie chez des souris transfectées avec Siglec-5. Des 

études approfondies sur l’implication potentielle de Siglec-5 dans l’immunogénicité du FVIII 

seraient nécessaires, d’autant plus qu’il a été montré que Siglec-5 avait un potentiel immuno-

répresseur sur les cellules de l’immunité innée (Angata et al., 2006; Avril et al., 2005; Macauley 

et al., 2014). Les Siglecs représentent un terrain d’étude intéressant : il a ainsi été montré dans 

un modèle murin d’hémophilie A que l’engagement du BCR avec Siglec-2 entrainait une 

apoptose des lymphocytes B autoréactifs et l’éradication de la réponse anticorps anti-FVIII 

(Macauley et al., 2013).   

Le FVIII arbore également des N-glycanes se terminant par des mannoses, non sialylés. Ils sont 

connectés aux asparagines en position 239 et 2118 sur la chaine lourde et la chaine légère 

respectivement. Ces résidus peuvent interagir avec des lectines exprimées sur les CPA, 

notamment avec le Mannose Macrophage Receptor (MMR, CD206). En 2007, Dasgupta et al. 
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ont ainsi démontré in vitro que ces résidus jouaient un rôle majeur dans la capture du FVIII par 

les CPA. L’inhibition des récepteurs sensibles au mannose en utilisant du mannane réduisait de 

moitié l’internalisation du FVIII par des cellules dendritiques et sa présentation antigénique à 

des lymphocytes T (Dasgupta et al., 2007a). De même, le blocage spécifique de CD206 sur les 

cellules dendritiques diminuait l’endocytose et la présentation antigénique du FVIII in vitro. 

L’implication du CD206 reste toutefois controversée (Herczenik et al., 2012a, 2012b; Repessé 

et al., 2012) : Herczenik et al. ont montré que l’interférence par ARN du gène codant le CD206 

dans des cellules dendritiques in vitro n’a pas altéré la capacité de ces dernières à internaliser 

le FVIII. De plus, l’activation des lymphocytes T par des cellules dendritiques pré-incubées 

avec du FVIII et du mannane n’a pas été réduite. Au vu de ces résultats, le rôle du CD206 reste 

donc à éclaircir. 

De manière intéressante, la présence d’anticorps naturels dirigés contre le FVIII chez des 

individus sains (Algiman et al., 1992) peut suggérer l’implication des récepteurs Fc dans 

l’endocytose du FVIII, qui se trouve complexé à ces anticorps après administration chez les 

patients. 

La plupart des récepteurs présentés ici sont fortement impliqués dans le catabolisme du FVIII 

et rarement dans l’endocytose du FVIII conditionnant son immunogénicité. Toutefois, il n’est 

pas à exclure une plasticité des voies d’endocytose, en fonction des signaux du 

microenvironnement ou du type cellulaire, avec pour conséquence une déviation vers de la 

présentation antigénique. 

Si le mécanisme exact par lequel le FVIII est internalisé par les CPA demeure inconnu à ce 

jour, des informations sont disponibles quant aux régions du FVIII importantes pour son 

internalisation. Ainsi, bloquer le domaine C1 du FVIII à l’aide d’un anticorps monoclonal 

(Km33) empêche son endocytose par des cellules dendritiques in vitro (Herczenik et al., 2012a). 

Ces résultats sont corrélés in vivo: l’administration de Km33 dans un modèle murin 

d’hémophilie A ralentit la mise en place de la réponse anticorps anti-FVIII. Des expériences de 

mutagenèse dirigée sur l’épitope ciblé par Km33 dans le domaine C1 ont permis d’identifier 

trois acides aminés importants pour la reconnaissance du FVIII par les CPA : l’arginine en 

position 2090 (Arg2090), la lysine en position 2092 (Lys2092) et la phénylalanine en position 

2093 (Phe2093) (Wroblewska et al., 2012). La mutation de ces résidus basiques et hydrophobe 

abroge l’endocytose du FVIII par les CPA in vitro et confère un caractère protecteur in vivo : 

l’administration d’un FVIII muté en ces positions chez des souris hémophiles réduit 
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drastiquement le taux d’anticorps inhibiteurs produits, la quantité de plasmocytes et de 

lymphocytes T spécifiques du FVIII spléniques générés. Le domaine C1, fortement impliqué 

dans les interactions avec les surfaces membranaires, joue donc un rôle important dans la 

capture du FVIII par les CPA.  

L’un des aspects de cette thèse vise à approfondir l’implication de la structure du 

FVIII dans sa prise en charge par les CPA. 

Une fois internalisé par les CPA, le FVIII est catabolisé à l’intérieur des endosomes. Il est clivé 

en petits peptides qui sont ensuite associés à des molécules du CMH de classe II. Ces complexes 

CMH/peptide sont alors exposés à la surface des CPA (Figure 8). 

 

Figure 8. Endocytose et présentation 

antigénique du FVIII. Le FVIII est 

endocyté via des récepteurs présents à la 

surface des CPA, parmi lesquels on 

retrouve le CD206, les Siglecs, LRP-1, 

les HSPG ou l’ASPGR. Après son 

internalisation, le FVIII est apprêté et 

des peptides dérivés sont chargés sur des 

molécules de CMH de classe II. Les 

complexes CMH/peptide sont alors 

adressés à la membrane. 

 

 

 

3.2. Maturation des cellules présentatrices d’antigènes 

Pour que les étapes ultérieures de la réponse immunitaire anti-FVIII aient lieu, les CPA doivent 

également avoir perçu le FVIII dans un contexte de danger. Le concept du « signal de danger » 

nous vient de Polly Matzinger : les CPA ne s’activent et ne deviennent matures que si elles 

reçoivent des signaux d’alarme (Matzinger, 2002). Ces signaux se matérialisent sous la forme 

de structures moléculaires présentes chez les organismes pathogènes (acides nucléiques, 

carbohydrates) ou encore de molécules libérées par des cellules endommagées (protéines de 

choc thermique – HSP, adénosine triphosphate).  

Le système immunitaire déciderait ainsi d’initier la réponse immunitaire anti-FVIII selon les 

signaux de danger présents dans le microenvironnement. Les signaux de danger susceptibles de 
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participer à la réponse immunitaire anti-FVIII font l’objet d’études. Pfistershammer et al. ont 

ainsi montré que ni le FVIII seul, ni le FVIII activé, ni le FVIII associé au vWF n’induisaient 

la maturation de cellules dendritiques dérivées de monocytes humains (MO-DCs) in vitro 

(Pfistershammer et al., 2006). 

Les CPA, grâce à des récepteurs à leur surface, détectent certains signaux de danger et se 

mettent à exprimer ou surexprimer des marqueurs moléculaires, parmi lesquels on retrouve 

CD80, CD86 et CD40. Ces molécules participent à la formation de synapses immunologiques 

avec les lymphocytes T. Leur présence à la surface des CPA est essentielle au développement 

de la réponse anti-FVIII : il a ainsi été montré dans un modèle murin d’hémophilie A que 

l’absence ou le blocage de CD86 empêchait la survenue d’inhibiteurs (Qian et al., 2000). De 

même, l’inhibition in vivo de la fonction de CD40 bloque de manière transitoire la mise en place 

de la réponse immunitaire anti-FVIII (Reipert et al., 2001; Rossi et al., 2001). 

3.3. Activation des lymphocytes T 

La réponse immunitaire dirigée contre le FVIII est un processus thymo-dépendant, requérant 

l’intervention de lymphocytes T CD4+ spécifiques du FVIII. Ceci a été constaté pour la 

première fois quand des patients hémophiles avec inhibiteurs ayant contracté le virus de 

l’immunodéficience humaine ont vu leur taux d’anticorps inhibiteurs chuter, en parallèle de la 

réduction du taux des lymphocytes T CD4+ circulants (Bray et al., 1993; Ragni et al., 1989). 

Les anticorps inhibiteurs sont de manière prédominante des IgG4 et les lymphocytes B 

présentent des hypermutations somatiques au niveau des régions variables des anticorps anti-

FVIII (van den Brink et al., 2000; Jacquemin et al., 1998), ce qui renforce l’implication des 

lymphocytes T puisque la commutation isotypique des immunoglobulines et la maturation 

d’affinité sont des processus thymo-dépendants (Hofbauer et al., 2015; Whelan et al., 2013).  

Les CPA ayant internalisé le FVIII exposent à leur surface des complexes CMH/peptide du 

FVIII. Pour peu qu’elles aient rencontré un environnement immunogène/inflammatoire, ces 

CPA présentent un phénotype mature. Elles sont capables d’activer les lymphocytes T CD4+ 

naïfs dotés d’un TCR spécifique du FVIII via une interaction TCR – CMH/peptide. 

L’interaction entre le TCR et le CMH/peptide constitue un premier signal à l’activation des 

lymphocytes T (Figure 9). 

Les molécules de costimulation exprimées à la surface des CPA suite à leur maturation vont 

apporter un deuxième signal, dit de costimulation. Ainsi, CD80 et CD86 exprimées sur les CPA 

interagissent avec CD28 exprimé sur les lymphocytes T. De même, CD40 sur les CPA interagit 
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avec CD40L sur les lymphocytes T. La formation de cette synapse apporte aux lymphocytes T 

le deuxième signal nécessaire à leur activation complète.  

Pour terminer l’activation des lymphocytes T, un troisième signal est nécessaire. Le dialogue 

entre CPA et lymphocytes T est bidirectionnel. Il induit la production de nombreuses cytokines 

par les CPA qui vont agir sur les lymphocytes T et participer à leur polarisation en lymphocytes 

T helpers Th1, Th2, Th17 ou T régulateurs (Tregs). Les sous-populations Th1, Th2 et Th17 ont 

été particulièrement retrouvées chez les patients avec inhibiteurs, avec une prédominance 

progressive dans le temps des lymphocytes Th2. A l’inverse, les patients sans inhibiteurs 

présentent plutôt des lymphocytes à profil Th1 (Ettinger et al., 2009; Reding et al., 2002). 

 

Figure 9. Activation des lymphocytes T CD4+ par les CPA. Le complexe CMH/peptide 

exprimé à la surface d’une CPA est reconnu par le TCR d’un LT CD4+ spécifique du FVIII et 

génère un premier signal d’activation au LT (1). La présence d’un signal de danger dans le 

microenvironnement active la CPA et conduit à l’expression de marqueurs de costimulation à 

la surface de la CPA tels que CD80/86 et CD40. Ces marqueurs interagissent respectivement 

avec le CD28 et le CD40L exprimés sur le LT et envoient un deuxième signal d’activation au 

LT (2). Enfin, un troisième et dernier signal conclut l’activation du LT et se manifeste par la 

sécrétion par la CPA de cytokines qui vont être reconnues par des récepteurs exprimés sur le 

LT (3).  

3.4. Activation des lymphocytes B 

Les lymphocytes B peuvent également reconnaître de manière spécifique le FVIII via leur BCR 

(Figure 10). Après reconnaissance, le FVIII est internalisé, clivé en peptides qui sont ensuite 

présentés à la surface, associés à des molécules de CMH de classe II.  
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Ces lymphocytes B sont capables d’interagir avec les lymphocytes T activés via une interaction 

entre le CMH/peptide des lymphocytes B et le TCR des lymphocytes T CD4+. Cette liaison 

s’accompagne d’une interaction entre le CD40, le CD80 et le CD86 sur les lymphocytes B avec 

le CD40L et le CD28 exprimés sur les lymphocytes T respectivement, ce qui permet de 

compléter l’activation des lymphocytes B.  

Les lymphocytes B activés se différencient alors en lymphocytes B mémoires et en plasmocytes 

sécréteurs d’anticorps. Les plasmocytes se nichent alors dans la moelle osseuse où ils produisent 

des anticorps spécifiques du FVIII, de type IgG4 principalement. Ces anticorps ciblent en 

particulier les domaines A2, A3 et C2 du FVIII (Scandella, 2000). 

Figure 10. Activation des lymphocytes B. Après internalisation du FVIII par leur BCR, les 

LB apprêtent et présentent des peptides dérivés du FVIII, chargés sur des molécules du CMH 

de classe II. La reconnaissance du complexe CMH/peptide par un LT spécifique activé conduit 

à la maturation et à la différenciation du LB en LB mémoires ou en plasmocytes sécréteurs 

d’anticorps anti-FVIII. 

3.5. Facteurs de risque associés à la survenue d’inhibiteurs 

La génération des anticorps inhibiteurs est intrigante, d’autant plus que le FVIII est administré 

en faible quantité, par voie intraveineuse, une voie peu immunogène, et en l’absence de tout 

adjuvant. Plusieurs facteurs de risque ont été identifiés ou avancés pour expliquer que cette 

réponse immunitaire n’apparaissait seulement que chez 30% de la population traitée au 

maximum. 
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3.5.1. Nature des produits thérapeutiques administrés 

Les différences de composition des FVIII utilisés en thérapie ont été étudiées pour déterminer 

leur potentielle implication dans la survenue d’anticorps inhibiteurs. En plus de contenir du 

FVIII, les produits thérapeutiques peuvent contenir des protéines parasites, notamment du vWF 

dans les FVIII d’origine plasmatique (Basilico et al., 2010). Plusieurs études ont été réalisées 

pour déterminer quel FVIII, recombinant ou plasmatique, favorisait l’incidence des anticorps 

inhibiteurs chez les patients. Goudemand et al. ont ainsi montré en 2006 que l’administration 

de pdFVIII générait moins d’anticorps inhibiteurs que celle de rFVIII (Goudemand et al., 2006). 

Ce résultat a été conforté dans des études ultérieures (Collins et al., 2014; Iorio et al., 2010) : 

récemment, Peyvandi et al. ont observé que les rFVIII présentaient 87% plus de risques 

d’induire des inhibiteurs que les pdFVIII (Peyvandi et al., 2016b). Ces résultats sont également 

supportés par des études in vivo et in vitro qui démontrent un rôle protecteur du vWF dans 

l’immunogénicité du FVIII (Dasgupta et al., 2007b; Delignat et al., 2012; Kaveri et al., 2007; 

Sorvillo et al., 2016).  

Toutefois, les résultats sont sujets à controverse : des études rétrospectives menées en parallèle 

n’ont montré aucune différence significative d’incidence d’inhibiteurs entre les patients traités 

aux pdFVIII et aux rFVIII (Fischer et al., 2015; Franchini et al., 2012; Gouw et al., 2013a). 

L’hétérogénéité des protocoles appliqués, le nombre limité de patients recrutés et la multitude 

des approches statistiques utilisées sont autant de facteurs qui ne facilitent pas l’association 

entre nature de FVIII et survenue d’inhibiteurs.  

3.5.2. Facteurs de risque génétiques 

Le degré de sévérité de l’hémophilie A est un facteur de risque majeur pour l’apparition des 

inhibiteurs. Ainsi, les hémophiles A sévères ont-ils une plus forte tendance à développer des 

inhibiteurs que les hémophiles A modérés ou mineurs (Gouw et al., 2011; Hay, 1998). Par 

ailleurs, l’incidence des anticorps inhibiteurs chez un patient est aussi corrélée à l’existence, au 

sein de sa famille, de proches hémophiles présentant des inhibiteurs : le risque d’être réfractaire 

au traitement est 4 fois plus important quand des membres de sa famille le sont au préalable 

(Astermark, 2006; Astermark et al., 2001). 

La variété des anomalies génétiques a des conséquences multiples sur la production du FVIII 

et sur sa structure. Ainsi, les mutations qui permettent la mise en circulation d’un FVIII non 

fonctionnel sont-elles moins associées à l’apparition d’inhibiteurs que celles qui empêchent la 

synthèse du FVIII. Les larges délétions, les mutations non-sens et l’inversion de l’intron 22 
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générent un FVIII profondément modifié dans sa structure voire pas de FVIII du tout et sont 

fortement associées à une réponse immunitaire anti-FVIII. A l’inverse, les mutations faux-sens 

sont en général faiblement associées à la survenue d’inhibiteurs.  

Ces anomalies génétiques conditionnent la manière dont le système immunitaire des patients 

perçoit le FVIII. Chez les hémophiles A sévères qui ne produisent pas de FVIII endogène, il 

n’y a pas d’éducation thymique au FVIII des lymphocytes T CD4+ dans le thymus. Les 

lymphocytes T spécifiques du FVIII ne sont pas éliminés lors de la sélection négative et il y n’a 

pas de génération de lymphocytes T régulateurs spécifiques.  

La sévérité de la maladie n’explique pas complètement la survenue de la réponse immunitaire 

puisque les patients n’ayant pas de FVIII circulant ne développent pas tous des inhibiteurs. 

Ainsi, les hémophiles présentant une inversion de l’intron 22 n’ont pas de FVIII circulant et ne 

sont que 25% à développer des anticorps. En 2013, Pandey et al. ont montré que le FVIII 

pouvait être exprimé à l’intérieur des cellules mononuclées du sang périphérique de ces même 

patients, comme de donneurs sains (Pandey et al., 2013). Bien que des études ultérieures ont 

démontré que le FVIII était synthétisé par les cellules endothéliales (Everett et al., 2014; Fahs 

et al., 2014; Shahani et al., 2014), une expression à bas bruit du FVIII par d’autres populations 

cellulaires n’est pas à exclure. Dans ce sens, il est intéressant de noter que de faibles quantités 

d’ARNm codant le FVIII ont été retrouvées dans les cellules endothéliales thymiques 

médullaires (mTEC) chez la souris (St-Pierre et al., 2013). Ceci soulève la possibilité que le 

FVIII puisse être produit par les mTEC chez les hémophiles présentant une inversion de l’intron 

22 et participer à l’ontogénie des lymphocytes T. Mais au vu de l’incidence des inhibiteurs chez 

ces patients, cet hypothétique mécanisme ne serait pas suffisant pour rendre tolérant au FVIII. 

Le risque de développer des anticorps inhibiteurs a aussi été associé à certains haplotypes du 

CMH. Ainsi, les allèles de classe II HLA-DRB1*15:01, DQB1*06:02, DQA1*01:02, 

DRB1*01:01 et DQB1*05:01 sont-ils fréquemment retrouvés parmi les hémophiles A sévères 

présentant des inhibiteurs (Hay et al., 1997; Oldenburg et al., 1997; Pavlova et al., 2009; 

Pergantou et al., 2013). Toutefois, les associations déterminées sont parfois faibles et reposent 

sur des cohortes d’hémophiles de faible effectif. Il est donc nécessaire de confirmer ces résultats 

à très grande échelle pour clarifier l’importance des haplotypes dans la survenue d’inhibiteurs. 

D’autres facteurs de risque incluent des polymorphismes dans les promoteurs de gènes 

immuno-modulateurs : ainsi, les hémophiles ayant le polymorphisme Gly308Ala sur le 

promoteur du gène codant le Tumor Necrosis Factor α (TNFα) ont-ils 72,7% plus de risque de 
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développer des anticorps anti-FVIII que ceux qui ne le portent pas (Astermark et al., 2006a). 

De même, des polymorphismes affectant les gènes de l’interleukine-10 (IL-10), du Cytotoxic 

T Lymphocyte Antigen-4 (CTLA-4) (Astermark et al., 2006b, 2007) et celui de l’Hème 

Oxygénase-1 (HO-1) (Repessé et al., 2013) ont été décrits. Plus récemment, un polymorphisme 

sur le gène du Fc gamma Receptor IIa (FcγRIIa) a été associé à une incidence d’inhibiteurs plus 

importante chez les hémophiles sévères (Eckhardt et al., 2014). 

Enfin, l’origine ethnique des patients a également été incriminée dans la survenue d’inhibiteurs : 

la prévalence des anticorps inhibiteurs chez les patients d’origine africaine ou hispanique est 

deux fois plus importante que parmi les sujets caucasiens (Aledort and Dimichele, 1998; 

Astermark et al., 2001; Carpenter et al., 2012).  

3.5.3. Facteurs de risque environnementaux 

Le fait que des paramètres non génétiques puissent influencer la prédisposition à développer 

des inhibiteurs est suggéré par l’observation que des jumeaux hémophiles monozygotes ne 

répondent pas forcément de la même manière au FVIII : certains produisent des anticorps anti-

FVIII alors que d’autres non (Astermark et al., 2001).  

Parmi les facteurs environnementaux potentiels, l’âge du patient au moment de la première 

injection de FVIII a été proposé. L’incidence de la réponse immunitaire anti-FVIII est trois fois 

plus importante lorsque les patients sont traités avant l’âge de 6 mois qu’après l’âge de 12 mois. 

Plus les patients sont traités jeunes, plus le risque de développer des inhibiteurs est élevé (van 

der Bom et al., 2003; Lorenzo et al., 2001). Ces résultats n’ont toutefois pas été confirmés dans 

des études avec des cohortes plus importantes (Chalmers et al., 2007; Santagostino et al., 2005).  

Les patients étant traités de différentes manières, la question s’est posée de savoir si la fréquence 

du traitement pouvait également constituer un facteur de risque. L’étude RODIN menée en 

2013 a ainsi montré un risque plus important de développer des inhibiteurs après un traitement 

à forte dose de FVIII chez des hémophiles sévères par rapport à un traitement à faible dose 

(Gouw et al., 2013b). D’autre part, le traitement prophylactique en FVIII a été associé à un 

risque plus faible que les traitements à la demande requérant des doses élevées de FVIII, mais 

seulement après 20 jours d’exposition au FVIII. 

Le statut inflammatoire du patient au moment de l’injection du FVIII a aussi été incriminé dans 

l’émergence d’anticorps inhibiteurs. Tout événement prompt à activer l’inflammation chez les 

patients (opération chirurgicale, infection, vaccination) et concomitant à l’injection de FVIII 
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est susceptible de créer un terrain favorable à l’activation du système immunitaire et à la 

reconnaissance du FVIII comme molécule étrangère. Ainsi, a-t-il été observé que certains 

hémophiles ont développé une réponse immunitaire anti-FVIII après une opération chirurgicale 

(Sharathkumar et al., 2003). Cependant, ces résultats n’ont pas été confirmés dans une étude 

ultérieure (Santagostino et al., 2005), dans laquelle aucune association significative n’a été 

déterminée entre le statut inflammatoire des patients et le risque de développer des inhibiteurs. 

D’autre part, des études récentes ont montré que la situation inverse pouvait se mettre en place : 

Lai et al. ont montré que la vaccination de souris hémophiles contre le virus de la grippe a au 

contraire diminué l’incidence de la réponse immunitaire anti-FVIII générée après des injections 

ultérieures répétées de FVIII (Lai et al., 2016). Enfin, la mise en place d’un évènement 

inflammatoire aigu local peut potentialiser la réponse immunitaire anti-FVIII : alors que Peyron 

et al. ont observé que l’induction chez des souris hémophiles de saignements aigus au niveau 

des articulations n’exacerbait pas la réponse immunitaire anti-FVIII (Peyron et al., 2015), la 

même procédure chez des rats hémophiles s’accompagne d’une augmentation de 

l’immunogénicité du FVIII administré (Lövgren et al., 2016). 

Enfin, les événements qui se déroulent in vivo après l'administration de FVIII font également 

l’objet d’études : ainsi, Skupsky et al. proposent un rôle de la fonction du FVIII pour son 

immunogénicité. L’injection de FVIII s’accompagnerait d’une activation importante du FX 

dans le microenvironnement, ce qui se traduirait par une production élevée de thrombine 

(Skupsky et al., 2009). Cette « explosion » de thrombine apporterait des signaux de danger et 

induirait la maturation des CPA, nécessaire à l’initiation de la réponse immunitaire anti-FVIII. 

Cependant, cette hypothèse a été invalidée par des études ultérieures qui montraient qu’un FVIII 

non activable avait le même potentiel immunogène qu’un FVIII sauvage (Gangadharan et al., 

2014; Meeks et al., 2012). Toutefois, le microenvironnement rencontré par le FVIII semble être 

une piste intéressante à creuser pour mieux comprendre la mise en place de cette réponse 

immunitaire délétère. 

L’un des aspects de cette thèse vise à approfondir le potentiel rôle de certains 

composants plasmatiques avec lesquels le FVIII peut entrer en contact une fois administré 

pour expliquer son immunogénicité. Au cours de ma thèse, je me suis intéressé aux 

interactions entre le FVIII et le système du complément. 

  



— INTRODUCTION — 

43 

 

4. Le système du complément 

4.1 – Présentation 

Le système du complément est un ensemble d’une trentaine de protéines plasmatiques qui 

assure une des premières lignes de défense de l’organisme face aux agents pathogènes. 

Composante majeure de l’immunité innée, son intervention vise à éliminer les corps étrangers 

par opsonisation ou cytolyse ainsi qu’à mettre en place un microenvironnement inflammatoire 

pour assister l’action des cellules du système immunitaire dans la résolution d’une infection. 

Le complément s’organise sous la forme d’un ensemble de protéines s’activant en cascade 

(Figure 11), regroupées sous trois voies d’activation distinctes : la voie classique, la voie des 

lectines et la voie alterne, les trois menant à la fin à une voie terminale commune, caractérisée 

par la formation de la C3 convertase (Merle et al., 2015; Walport, 2001). 

Voie classique du complément 

La voie classique est initiée par la liaison du composant C1q à ses ligands.  

Le C1q est une protéine sécrétée par plusieurs populations myéloïdes (cellules dendritiques, 

monocytes, macrophages) dont la structure est décrite comme un « bouquet de tulipes » : six 

têtes globulaires associées à un domaine dont la conformation est similaire à celle du collagène. 

Le C1q reconnaît de nombreux ligands parmi lesquels on retrouve les IgG (à l’exclusion des 

IgG4) et les immunoglobulines de classe M (IgM) lorsqu’elles sont associés dans des 

complexes immuns, les pentraxines telles que le lipopolysaccharide (LPS), la protéine C 

réactive (Kishore and Reid, 2000; Roumenina et al., 2008), mais aussi des molécules exposées 

à la surface des cellules mourantes comme la phosphatidylserine, les annexines A2 et A5 ou 

encore la calréticuline (Martin et al., 2012; Païdassi et al., 2008, 2011). Le C1q est associé par 

des interactions calcium-dépendantes à des sérine-protéases : C1r et C1s. L’ensemble forme le 

complexe plasmatique C1qC1r2C1s2, appelé complexe C1. 

La reconnaissance du ligand par le C1q via ses domaines globulaires engendre un changement 

de conformation qui conduit, au sein du complexe C1, à l’auto-activation de l’estérase C1r et à 

l’activation de l’estérase C1s par C1r (Wallis et al., 2010). Ces événements n’auront lieu que si 

plusieurs têtes du C1q reconnaissent chacune un ligand. Ce dernier doit donc être exposé avec 

une certaine densité pour pouvoir activer la voie classique. 

Sous sa forme active, le complexe C1 peut activer via ses estérases C1s les composants 

plasmatiques C4 et C2. Le clivage de ces molécules conduit à la génération des fragments C4b 
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et C2a. Ces derniers peuvent s’associer à proximité du complexe C1 pour former un complexe 

enzymatique C4b2a, appelé C3 convertase. La C3 convertase permet le clivage du composant 

central du complément C3 et le déclenchement de la voie terminale commune. 

Voie des lectines 

La voie des lectines débute par la reconnaissance de groupements carbohydrates par le 

Mannose-Binding Lectin (MBL) principalement, les ficolines ou encore les collectines (Kjaer 

et al., 2013; Matsushita et al., 1996). Le MBL est une molécule de la famille des collectines 

dont la structure évoque celle du C1q. Le MBL est capable de se fixer à certains sucres tels que 

le glucose, le mannose, ou encore le N-acetyl-glucosamine, qui sont plus fréquemment 

exprimés à la surface des agents pathogènes que sur nos propres cellules.  

Les protéines de reconnaissance de la voie des lectines sont associées à des estérases similaires 

au C1r et au C1s : il s’agit de MBL-Associated Serine Protease-1 (MASP-1) et de MBL-

Associated Serine Protease-2 (MASP-2) respectivement (Teillet et al., 2005; Thiel et al., 1997). 

Après fixation du ligand, MASP-1 peut activer MASP-2. Chacune des MASP peut cliver le 

composant C2 alors que MASP-2 peut également cliver le composant C4 (Wallis et al., 2010). 

A l’instar du complexe C1, l’activation du MBL et des MASP associées conduit à la formation 

de la C3 convertase C4b2a. 

Voie terminale commune 

Les deux voies d’activation du complément conduisent à l’activation du composant C3. Le 

clivage de cette molécule bio-inactive libère un fragment en phase fluide, appelé C3a, 

anaphylatoxine pro-inflammatoire, et un fragment capable de se fixer de manière covalente à 

la surface des cellules cibles, appelé C3b, opsonine majeure du système du complément. Le 

C3b se fixe au voisinage des C3 convertases mais peut également s’associer à celles-ci pour 

former un nouveau complexe enzymatique C4b2a(C3b) ayant une activité C5 convertase. 

A la manière de la C3 convertase, la C5 convertase clive le composant C5 et libère un fragment 

en phase fluide appelé C5a, puissante anaphylatoxine pro-inflammatoire, et un fragment C5b. 

Ce fragment peut s’associer aux composants C6, C7, C8 et plusieurs molécules de C9 pour 

former le complexe d’attaque membranaire (C5b-9, Membrane Attack Complex, MAC). Le 

MAC s’insère dans la membrane des cellules cibles via le composant C8 et l’ensemble forme 

des pores transmembranaires capables de détruire les cellules cibles par influx d’ions calcique 

ou par lyse osmotique (Bubeck, 2014).  



— INTRODUCTION — 

45 

 

Voie alterne du complément 

La voie alterne a la particularité d’être une voie activée en permanence à bas bruit par un 

mécanisme appelé « tick-over » (Lachmann and Halbwachs, 1975). Grâce à ce processus, elle 

assure un niveau basal de protection et permet de réagir rapidement face à l’arrivée d’un 

organisme pathogène. Cette voie est la plus importante des trois décrites puisqu’elle assure 

l’amplification de l’activation des deux autres voies si besoin est.  

Le « tick-over » correspond à l’hydrolyse spontanée du composant C3 en C3(H2O). L’hydrolyse 

du C3 entraine un changement de conformation qui expose un site de fixation à un acteur 

plasmatique de la voie alterne, le facteur B (FB). Le complexe C3(H2O)FB se forme alors, la 

fixation du FB sur le C3(H2O) provoque un changement de conformation du FB qui peut par la 

suite être clivé par une sérine-protéase circulante, le facteur D (FD). Le clivage du FB se traduit 

par la libération d’un fragment Ba et d’un fragment Bb à l’origine d’une C3 convertase en phase 

fluide C3(H2O)Bb. Cette C3 convertase, dite d’initiation, peut interagir et cliver des molécules 

circulantes de C3 et libérer en phase soluble des fragments C3b. A la manière du C3(H2O), le 

C3b libéré peut s’associer au FB et au FD pour former une C3 convertase C3bBb.  

Cette nouvelle C3 convertase permet de cliver encore plus de molécules de C3 en C3b qui 

peuvent alors former de nouvelles C3 convertases avec des FB et FD. Ceci permet alors 

d’amplifier considérablement l’activation du complément. La capacité d’auto-amplification de 

la voie alterne permet à celle-ci d’assurer l’activation du complément pour plus de 80%, même 

si le déclenchement s’est initialement effectué par la voie classique ou la voie des lectines. 

A l’instar des voies classique et des lectines, le C3b généré par la C3 convertase alterne peut se 

fixer sur celle-ci pour lui conférer une capacité de C5 convertase et permettre sa participation à 

la voie terminale commune du complément. 
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Figure 11. Voies d’activation du complément. Le complément peut être activé par 3 voies: la 

voie classique, la voie des lectines et la voie alterne. La voie classique s’active après 

reconnaissance directe d’un antigène par le C1q ou indirecte via des complexes immuns 

auxquels se fixe le C1q. La fixation du C1q active les estérases C1r et C1s associées. Ceci 

permet le clivage protéolytique des composants C4 et C2. Les produits C4b et C2a issus du 

clivage s’associent pour former un complexe enzymatique appelé C3 convertase. La voie des 

lectines s’active après reconnaissance de groupements carbohydrates par le MBL. La fixation 

du MBL à sa cible conduit à l’activation des estérases MASP associées. Ces estérases sont 

également capables de cliver les composants C4 et C2, ce qui permet à terme de former une C3 

convertase. La C3 convertase est un complexe enzymatique capable de cliver le C3 en 

anaphylatoxine C3a et en opsonine C3b. L’opsonine C3b libérée peut s’associer à la C3 

convertase pour former une C5 convertase, un complexe enzymatique qui peut cliver le C5 en 

anaphylatoxine C5a et en fragment C5b. Le fragment C5b libéré peut s’associer aux composants 

C6, C7, C8 et C9 pour former un pore lytique appelé complexe d’attaque membranaire, capable 

de s’insérer dans la membrane plasmique des cellules, si ces dernières sont ciblées par le 

complément. Enfin, la voie alterne est une voie activée en permanence: elle repose sur 

l’hydrolyse spontanée à bas-bruit du C3. Le produit résultat C3(H2O) s’associe aux facteurs B 

et D pour former une C3 convertase d’initiation C3(H2O)Bb qui permet un premier clivage de 

C3. Les fragments C3b libérés peuvent s’associer aux facteurs B et D pour former de nouvelles 

C3 convertases (C3bBb) pour cliver encore plus de C3. L’association de ces C3 convertases à 

des fragments C3b conduit à la formation de C5 convertases. 
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4.2 – Fonctions principales du complément 

L’action du complément se manifeste par différents mécanismes : la lyse cellulaire, 

l’opsonisation des cellules cibles et la génération d’une inflammation. 

La cytolyse consiste en l’activation complète de la cascade du complément qui se termine par 

la formation du MAC à travers la membrane des cellules ciblées. Ces pores transmembranaires 

entrainent une lyse osmotique ainsi qu’un influx calcique qui perturbe le fonctionnement des 

mitochondries, induit le relargage de cytochrome C et active les processus d’apoptose (Nauta 

et al., 2002; Triantafilou et al., 2013). 

L’opsonisation par les fragments C3b, consécutive à l’activation du composant central C3, 

conduit à la reconnaissance, la capture et l’élimination des cellules cibles par le système 

réticuloendothélial. Les fragments C3b ne sont pas les seules opsonines permettant 

l’endocytose : le C1q et les ficolines peuvent jouer ce rôle. Par ailleurs, le C3b peut être clivé 

par des protéases et générer des produits de dégradation, tels que le iC3b et le C3d, qui portent 

aussi cette fonction.  

Ces fragments sont reconnus par différents récepteurs exprimés sur les phagocytes : 

- Le Complement Receptor 1 (CR1, CD35) : exprimé sur les phagocytes mais aussi sur 

les érythrocytes, le CR1 lie les fragments C3b. Sur les érythrocytes, il participe à la 

clairance des complexes immuns sur lesquels s’est activé le complément. Sur les 

phagocytes, il peut agir en synergie avec les récepteurs Fc pour potentialiser 

l’internalisation de particules liées aux IgG et au C3b. 

- Les Complement Receptor 3 et 4 (CR3, CD11b/CD18 et CR4, CD11c/CD18) : membres 

de la famille des intégrines, le CR3 et le CR4 sont exprimés sur les cellules immunitaires 

myéloïdes. Ces récepteurs sont essentiels à l’internalisation de corps associés aux 

fragments dérivés du C3b appelés iC3b, mais également les fragments C3d pour le CR3. 

- Le Complement Receptor de la superfamille des ImmunoGlobulines (CRIg) : récepteur 

dont l’expression est restreinte notamment aux cellules de Kupffer dans le foie, le CRIg 

permet la phagocytose de particules liées opsonisées par les fragments C3b ou iC3b 

(Gorgani et al., 2008). 

Les particules internalisées sont à terme dégradées dans les lysosomes des phagocytes. 

Enfin, l’activation du complément se manifeste par la mise en place d’un microenvironnement 

pro-inflammatoire grâce à la production des anaphylatoxines C3a et C5a. Ces petits fragments, 
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issus du clivage du C3 et du C5 respectivement, contribuent à l’inflammation en interagissant 

avec leurs récepteurs C3aR et C5aRs (CD88 et C5L2) exprimés à la surface des cellules du 

système immunitaire et les cellules endothéliales.  

Ces anaphylatoxines sont notamment capables de stimuler la production d’espèces réactives 

dérivées de l’oxygène par les macrophages et les granulocytes (Elsner et al., 1994a, 1994b), la 

production d’histamine par les granulocytes et les mastocytes (Kretzschmar et al., 1993; el-Lati 

et al., 1994) et la vasodilatation des vaisseaux sanguins. Le C3a et plus particulièrement le C5a 

ont un pouvoir chémo-attractant et permettent de recruter au site d’inflammation des cellules 

immunitaires telles que les monocytes, les granulocytes et les mastocytes (Hartmann et al., 

1997). Les anaphylatoxines peuvent aussi induire la production d’autres médiateurs pro-

inflammatoires : ainsi le C3a peut-il stimuler la sécrétion de TNFα, d’IL-6 et d’IL-1β. Enfin, 

les cellules endothéliales peuvent être activées par le C3a et le C5a et expriment alors des 

molécules d’adhésion nécessaires au recrutement local de cellules immunitaires (Fischetti and 

Tedesco, 2006). 

4.3 – Régulation du complément 

De par son potentiel puissant, le système du complément est extrêmement régulé. Il comprend 

de nombreux garde-fous pour éviter une hyper-activation des voies du complément qui pourrait 

mener à une destruction des tissus de l’organisme. De nombreux régulateurs solubles et 

membranaires ont ainsi été décrits (Figure 12, (Kim and Song, 2006; Zipfel and Skerka, 2009)). 

Le premier niveau de régulation consiste à réguler le déclenchement des voies du complément. 

Ainsi l’activation de la voie classique est-elle régulée par un inhibiteur des sérine-protéases 

appelé C1 inhibiteur (C1Inh, (Ziccardi, 1982)). Le C1Inh est une glycoprotéine qui a la capacité 

de se fixer de manière covalente et d’inactiver les estérases C1r et C1s, ce qui dissocie le 

complexe C1, libérant alors du C1q libre et un complexe inactif estérases-C1Inh.  

La voie des lectines peut être réprimée par des protéines présentant de fortes homologies de 

structure avec MASP-1 et MASP-2 telles que MASP-3 et MAp19 (Degn et al., 2011; Gaboriaud 

et al., 2013). Incapables de cliver le C4 et le C2, elles peuvent se lier au MBL et entrer en 

compétition avec MASP-1 et MASP-2. Il est intéressant de noter que le C1Inh est aussi capable 

de réguler la voie des lectines en bloquant l’activation de MASP-1 et MASP-2. Le C4b Binding 

Protein (C4BP) régule également la voie classique et la voie des lectines en se fixant au 

fragment C4b généré au cours de leurs activations. La fixation du C4BP au C4b permet la 
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fixation d’une sérine-protéase plasmatique, le facteur I (FI), à activité inhibitrice (Blom et al., 

1999). Le FI inactive alors le C4b et empêche la formation de C3 convertase.  

Le second niveau de régulation consiste en l’inhibition des différents fragments générés au 

cours de l’activation du complément. Le C3b, fragment bioactif séparé du C3, peut ainsi être 

inactivé par le FI. Le FI clive le C3b en iC3b, qui perd alors sa fonction dans la cascade du 

complément. L’action du FI nécessite l’intervention de cofacteurs parmi lesquels on trouve des 

cofacteurs circulants comme le facteur H (FH) ou membranaires comme le Membrane Cofactor 

Protein (MCP, CD46) et le CR1. 

Le FH contrôle l’activation de la voie alterne et la boucle d’activation du complément (Lambris 

et al., 1996). Cet inhibiteur soluble entre en compétition avec le FB pour se fixer au C3b, ce qui 

empêche la formation de la C3 convertase (Kazatchkine et al., 1979). Le FH agit également 

comme cofacteur du FI : le complexe C3b-FH peut être reconnu par le FI et peut provoquer la 

conversion du C3b en iC3b inactif et la dissociation des C3 convertases formées (Whaley and 

Ruddy, 1976). 

Le MCP est une protéine exprimée à la surface de toutes les cellules nucléées (Barilla-LaBarca 

et al., 2002). Elle est capable de lier le C3b et, à la manière du FH, induit un changement de 

conformation du C3b qui est alors reconnu par le FI. Le CR1, en plus d’être un récepteur pour 

le C3b, est également un cofacteur du FI. Il permet d’induire le clivage du C3b en iC3b mais 

permet aussi de dégrader le fragment iC3b en d’autres fragments dérivés du C3 (ex : C3c, C3dg) 

(Lambris et al., 1996).  

Enfin, il existe d’autres régulateurs membranaires tels que le Decay Accelerating Factor (DAF, 

CD55), une glycoprotéine membranaire, qui interagit avec C3b et inhibe la C3 et la C5 

convertase en accélérant leur dissociation (Zipfel and Skerka, 2009).  

Les étapes finales de la voie terminale commune sont également étroitement régulées pour 

éviter des dommages accidentels : la présence de CD59 à la surface de nombreux types 

cellulaires empêche l’insertion du MAC dans la membrane plasmique via une interaction avec 

le composant C8 présent au sein du MAC soluble, ce qui permet de protéger l’intégrité de nos 

cellules (Meri et al., 1990). 
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Figure 12. Régulation du complément. Plusieurs niveaux de régulation du complément 

existent pour éviter une hyper-activation du complément qui pourrait être délétère. Le 

déclenchement de la voie classique et la voie des lectines sont contrôlées par le C1Inh et des 

inhibiteurs des MASP (ex : MASP-3, MAp19) respectivement. Les C3 convertases sont aussi 

régulées grâce à plusieurs protéines telles que le C4BP et le facteur I qui vont inactiver le C4b, 

ou le facteur H qui peut se fixer au C3b et empêcher la formation de la C3 convertase de la voie 

alterne. Le fragment bioactif C3b est contrôlé par l’action du facteur I et de cofacteurs tels que 

le facteur H soluble, le MCP membranaire ou le CR1 membranaire. Le C3b est alors converti 

en fragment inactif iC3b. Le régulateur membranaire DAF peut également interagir avec C3b 

et accélérer la dissociation de la C3 et de la C5 convertase. Enfin, la formation du complexe 

d’attaque membranaire est aussi contrôlée grâce au CD59 présent sur les cellules. Le CD59 

peut se fixer au C8 et empêcher l’intégration du complexe d’attaque membranaire dans la 

membrane plasmique et l’action lytique sur nos propres cellules. 

4.4 – Modulation du système immunitaire par le complément 

Outre ses fonctions primaires d’élimination des agents pathogènes, le système du complément 

présente des capacités immuno-régulatrices et peut influencer la mise en place des réponses 

immunitaires adaptatives.  

Complément et lymphocytes B 

Il a été démontré il y a 40 ans par Mark Pepys que la déplétion du composant C3 in vivo 

abolissait toute réponse humorale adaptative chez la souris (Pepys, 1972), suggérant la nécessité 

d’un système du complément intact pour les réponses immunitaires humorales aux pathogènes. 

Ce résultat a été conforté par l’absence de production d’anticorps chez des animaux invalidés 
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pour le gène codant le C3 mais aussi par l’absence de LB mémoires chez les patients déficients 

en C3 (Ghannam et al., 2008; O’Neil et al., 1988). Plusieurs mécanismes ont depuis été 

identifiés pour expliquer ce phénomène. 

Les études réalisées in vitro ont montré que certains fragments dérivés du C3b pouvaient 

interagir avec les récepteurs du complément exprimés à la surface des LB et que cette fixation 

participait à leur activation (Pepys, 1974). Ainsi, l’adjonction de plusieurs molécules de C3d à 

un antigène faiblement immunogène augmente-t-elle dans un modèle in vivo jusqu’à 10 000 

fois la réponse anticorps dirigée contre ce dernier. In vitro, le C3d associé à cet antigène permet 

de diminuer le seuil d’activation des LB spécifiques incubés en sa présence (Carter and Fearon, 

1992; Dempsey et al., 1996; Wang et al., 2004). Nous savons désormais que le rôle du 

complément sur l’immunité humorale adaptative repose principalement sur l’interaction entre 

le Complement Receptor 2 (CR2, CD21), exprimé sur les LB et sur les cellules dendritiques 

folliculaires (FDC), et le fragment C3d du complément associé à un antigène (Carroll, 2000; 

Hebell et al., 1991; Rickert, 2005). L’importance de CR2 est soutenue par des études in vivo 

dans lesquelles l’invalidation de CR2 empêchait la génération de réponses anticorps pour de 

faibles doses d’antigène (Ahearn et al., 1996; Molina et al., 1996). A la surface des LB, le CR2 

forme un complexe de récepteurs avec la protéine transmembranaire de signalisation CD19 et 

la tétraspanine CD81 (Cherukuri et al., 2001). Le complexe peut agir en augmentant tout signal 

transduit par le BCR du LB lorsque celui-ci rencontre un antigène opsonisé par C3d : l’antigène 

se lie au BCR tandis que le C3d se fixe au CR2, ce qui permet de rassembler les deux 

partenaires. La coligation du BCR et de CR2 sur les LB favorise également l’apprêtement de 

l’antigène à l’intérieur des LB ainsi que leur capacité à présenter l’antigène à des LT spécifiques 

(Cherukuri et al., 2001).  

Le complément participe également à la localisation des antigènes au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires, de par la présence des FDC. Les FDC sont des cellules stromales 

capables de sécréter des molécules chémo-attractives pour recruter les LB et de participer à 

l’architecture des structures lymphoides, notamment les centres germinatifs, concentrés en LB. 

Les FDC participent à la rétention des antigènes dans ces organes et à l’activation des LB en 

leur présentant l’antigène (Fang et al., 1998). Ainsi, la décomplémentation in vivo de souris 

empêche-t-elle la séquestration des antigènes dans les centres germinatifs de la rate 

(Papamichail et al., 1975). Les FDC immobilisent les antigènes solubles à leur surface grâce au 

CR2 qu’elles expriment et à l’opsonisation de ces antigènes par du C3d. Elles contribuent ainsi 

à la sélection de LB spécifiques de haute affinité. De plus, Barrington et al. ont montré que 



— INTRODUCTION — 

52 

 

l’interaction entre CR2 et C3d dans les organes lymphoïdes était nécessaire à la bonne mise en 

place d’une réponse B mémoire à long terme et l’élaboration rapide d’une réponse 

anamnestique (Barrington et al., 2002). 

D’autres protéines du complément peuvent également contribuer à la modulation des LB. Ainsi, 

la protéine C4BP, en plus de réguler l’activation du complément, peut-elle se lier directement 

avec le CD40 exprimé à la surface des LB (Brodeur et al., 2003). A la manière de CD40L, cette 

interaction peut induire leur activation. Ceci se traduit par une surexpression de certains 

marqueurs comme la molécule d’adhésion ICAM-1 (CD54) ou la molécule de costimulation 

CD86, mais également par une expansion clonale des LB. Enfin, les anaphylatoxines peuvent 

également interagir avec les LB. C3a peut se lier avec le C3aR, exprimé sur les LB, et réguler 

négativement les réponses immunitaires polyclonales ainsi que la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNFα et l’IL-6 (Fischer and Hugli, 1997; Morgan et al., 1982). Quant 

au C5a, ses propriétés chémo-attractantes lui permettent de réguler la migration des LB qui 

expriment le C5aR, notamment ceux présents dans les centres germinatifs (Ottonello et al., 

1999). 

Complément et lymphocytes T 

Le système du complément peut agir directement sur les LT. Il a récemment été découvert un 

rôle majeur du complément dans l’homéostasie des LT. Liszewski et al. ont ainsi montré que le 

complément pouvait s’activer à l’intérieur des LT CD4+. Cette activation ne passe pas par 

l’intermédiaire d’une C3 convertase mais est initiée par une protéase, la cathepsine L. Les LT 

au repos contiennent du C3 et de la cathepsine L dans des endosomes. Le clivage du C3 par la 

cathepsine L génère du C3a et du C3b. Le C3a produit dans les LT peut interagir avec du C3aR 

intracellulaire. Cette interaction C3a-C3aR conduit à l’activation de voies de signalisation, avec 

notamment la répression de l’expression de la molécule pro-apoptotique Fas, la surexpression 

de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et l’activation de mTOR, ce qui va permettre la survie des 

cellules (Liszewski et al., 2013; Mueller-Ortiz et al., 2014). Les régulateurs membranaires du 

complément peuvent aussi moduler l’activation des LT : il a ainsi été montré que le co-

engagement de DAF et du CD3 sur les LT entrainait l’expansion clonale de ces derniers 

(Capasso et al., 2006). Par ailleurs, en 2006, Wagner et al. ont montré que la stimulation du 

CR1 exprimé à la surface des LT était capable d’inhiber la prolifération des LT ainsi que la 

production d’IL-2 (Wagner et al., 2006). Enfin, l’engagement du CD59 à la surface des LT 
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active des voies de signalisation capables de réguler l’expression du TCR à la membrane (Lipp 

et al., 2014).  

Le complément est aussi capable d’orienter les réponses thymo-dépendantes grâce aux 

anaphylatoxines. Liszewski et al. ont ainsi également montré que l’activation des LT via le TCR 

provoquait la fusion des endosomes avec la membrane plasmique : dans cette configuration, le 

C3aR se retrouve à la membrane et son activation par le C3a contribue à polariser le LT vers 

un phénotype Th1, en synergie avec la voie de signalisation transduite par le MCP membranaire 

qui est capable de lier du C3b (Le Friec et al., 2012). Ceci est le cas avec le C3a libéré depuis 

les endosomes mais également avec les anaphylatoxines générées lors d’une activation du 

complément. Les C3a et C5a produites sont capables d’interagir avec leurs récepteurs exprimés 

à la surface des LT pour les polariser. Nous savons désormais que l’absence de stimulation des 

récepteurs à C3a et C5a au cours de l’activation des LT s’accompagne d’une expression 

intracellulaire élevée de Forkhead Box P3 (Foxp3), facteur de transcription impliqué dans la 

génération de Tregs (Kwan et al., 2013; Strainic et al., 2013). Ces résultats sont soutenus in 

vitro par le défaut d’induction de Tregs à partir de LT issus de patients déficients en C3 

(Ghannam et al., 2008). Enfin, les régulateurs membranaires sont capables de polariser les 

réponses adaptatives. Il a ainsi été observé que les souris déficientes en DAF présentaient une 

réponse Th1 prononcée, caractérisée par une production accrue d’interféron-γ (IFN-γ) et d’IL-

2 et une réduction dans la sécrétion d’IL-10 (Heeger et al., 2005; Liu et al., 2005). DAF aurait 

donc un rôle Th1-suppresseur, potentiellement en réprimant la production d’anaphylatoxines 

C3a (Dunkelberger and Song, 2010), et polariserait les LT vers un phénotype Tregs en 

favorisant la production d’IL-10 (Capasso et al., 2006). Toutefois à l’inverse, et de manière 

intéressante, une étude plus récente a montré que les LT de  patients déficients en DAF étaient 

incapables de se polariser vers un phénotype Th1 (Le Friec et al., 2012). 

Complément et cellules présentatrices d’antigènes 

L’action du complément pour contrôler les réponses T peut se faire directement sur les LT mais 

aussi en modulant l’initiation des réponses immunitaires et la fonction des CPA. Les CPA 

expriment une pléthore de récepteurs et de régulateurs du complément à leur surface. Elles sont 

ainsi promptes à reconnaitre et à interagir avec des antigènes opsonisés par le complément. 

Elles peuvent également adapter rapidement leur comportement en fonction du 

microenvironnement rencontré. 
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En absence de C1q ou de C3, la capture antigénique se révèle sous-optimale : ainsi, 

l’opsonisation de cellules apoptotiques par le C1q ou les fragments iC3b s’avère-t-elle être 

importante pour la phagocytose par des cellules dendritiques (Morelli et al., 2003; Nauta et al., 

2004; Verbovetski et al., 2002). Ce mécanisme mobilise les récepteurs du C1q et du iC3b 

exprimés à la surface des CPA (Fu et al., 2012; Morelli et al., 2003; Nauta et al., 2002; Païdassi 

et al., 2011). La capture s’accompagne d’une inhibition de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (TNFα, IL-6, IL-12). C’est d’ailleurs par l’intermédiaire de ce mécanisme que 

les corps apoptotiques sont retirés de la circulation par le système réticuloendothélial (Takizawa 

et al., 1996). Enfin, le C3b couplé à un antigène favorise la capture, l’apprêtement de ce dernier 

par des CPA ainsi que sa présentation à des LT (Fu et al., 2012; Jacquier-Sarlin et al., 1995). 

Le complément impacte également la maturation des CPA : le C1q peut se fixer sur des MO-

DCs et induire la translocation du facteur de transcription NF-κB, ce qui se traduit par une 

sécrétion de TNFα, d’IL-12 et d’IL-10 (Csomor et al., 2007). Des études postérieures ont 

cependant montré que le C1q pouvait réguler la différenciation des cellules dendritiques et 

empêcher la production d’IL-6 en se liant au CD305 membranaire (Son et al., 2012). Il a aussi 

été montré que la présence de fragments iC3b dans le voisinage des cellules dendritiques 

dermales inhibait leur développement. L’interaction entre le iC3b et le CR3 exprimé à la surface 

des cellules entrainent une répression de l’expression des molécules de costimulation CD80 et 

CD40 et de la sécrétion d’IL-12 et favorisent la production de cytokines anti-inflammatoires 

telles que le Transforming Growth Factor-β2 (TGF-β2) (Marth and Kelsall, 1997; Sohn et al., 

2003; Takahara et al., 2003).  

Les cellules dendritiques sont capables de sécréter localement du C3 (Peng et al., 2006). Ce C3 

présente un rôle pléiotropique. In vitro, cette production s’avère être nécessaire pour que les 

cellules dendritiques puissent stimuler des LT CD4+ et induire chez ces derniers la production 

d’IFN-γ et d’IL-2. L’administration in vivo de ces cellules dendritiques déficientes en C3 

s’accompagne d’une réduction dans l’activation des LT. Par ailleurs, l’absence de C3 réprime 

l’expression du CMH de classe II et des molécules de costimulation et favorise la polarisation 

des LT vers un profil Th2 et la génération de Tregs. Il est alors intéressant de noter que chez 

les patients déficients en C3, la réponse Th1 est drastiquement atteinte, tandis que la réponse 

Th2 demeure normale. A l’inverse, il a été observé dans un modèle murin d’allergie pulmonaire 

que l’invalidation du C3 diminuait la sévérité de la pathologie et empêchait la production d’IL-

4. Ceci supporte donc le fait que le C3 peut favoriser la mise en place d’une réponse effectrice 

Th2 (Drouin et al., 2001). 



— INTRODUCTION — 

55 

 

Enfin, l’anaphylatoxine C5a agit également sur les CPA pour modeler la réponse T. Ainsi, 

l’absence de C5 in vivo est-elle associée à une réponse Th2 exacerbée dans un modèle 

expérimental d’asthme : l’absence de signalisation via le C5aR exprimé sur les monocytes 

conduit à un phénotype anti-inflammatoire (Karp et al., 2000; Köhl et al., 2006). Bien que C5a 

ait été décrit comme pro-Th1, un rôle dans l’induction des réponses Th2 a également été mis 

en évidence : C5a peut réprimer la sécrétion d’IL-12 pro-Th1 par des monocytes humains 

(Wittmann et al., 1999).  

L’ensemble des propriétés décrites n’est toutefois pas exhaustif car les protéines du 

complément présentent des rôles complexes et variés. Cela a toutefois le mérite de montrer que 

le système du complément n’est pas qu’un simple acteur de l’immunité innée mais également 

un puissant contrôleur de l’immunité adaptative, dont la présence est importante pour obtenir 

une réponse immunitaire efficace. 

4.5 – Relations entre complément et coagulation 

La cascade de la coagulation et la cascade du complément sont habituellement considérées 

comme deux cascades distinctes. Pourtant, elles ne sont pas si éloignées que cela : lorsqu’une 

infection se déclare ou qu’un tissu est endommagé, le système du complément s’active et 

participe à la mise en place d’un microenvironnement immunitaire pro-inflammatoire. Ces 

situations sont aussi associées à une propension à coaguler localement. A l’inverse, toute brèche 

vasculaire et saignement consécutif s’accompagnent d’une activation de la coagulation mais 

aussi de mécanismes inflammatoires parmi lesquels on retrouve le complément pour prévenir 

toute infection. Complément et coagulation s’activeraient donc de manière concomitante. 

Descendantes d’une voie de signalisation ancestrale commune (Krem and Di Cera, 2002), ces 

deux systèmes présentent des similitudes du point de vue biochimique (activation de protéases 

en cascade) mais aussi de nombreuses connections, au point d’avoir affaire à un large réseau 

(Figure 13). 

Le système du complément présente des propriétés prothrombotiques. Ainsi, la voie des lectines 

est-elle capable d’activer la prothrombine en thrombine (Krarup et al., 2007). In vitro, l’estérase 

MASP-2 peut catalyser la génération de thrombine active, à la manière du complexe 

prothrombinase, toutefois avec un potentiel d’activation beaucoup plus faible. La production 

de fibrine se ferait localement, sur les cellules sur lesquelles le MBL se fixerait. De même, le 

complexe d’attaque membranaire C5b-9 peut catalyser l’activation de la prothrombine en 

absence du FVa (Wiedmer et al., 1986). 
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Le complément peut donc agir directement sur les acteurs de la cascade de la coagulation mais 

il peut également impacter les acteurs cellulaires de l’hémostase : ainsi, l’activation du 

complément peut-elle conduire à la modification des surfaces cellulaires. L’insertion du C5b-9 

dans les membranes des plaquettes contribue, à une concentration sublytique, fortement à leur 

activation (Sims et al., 1988; Wiedmer et al., 1986). Ceci se manifeste par une dépolarisation 

membranaire (Wiedmer and Sims, 1985) qui favoriserait l’agrégation plaquettaire. La 

formation du C5b-9 sur les plaquettes induit aussi l’exposition de phosphatidylsérines, 

phospholipides nécessaires à l’ancrage, l’assemblage et au fonctionnement des complexes pro-

coagulants ténase et prothrombinase (Chang et al., 1993; Sims et al., 1988). Le complexe C5b-

9 participe également à l’exocytose de granules retenus dans les plaquettes (Ando et al., 1988). 

Ces granules sécrétoires contiennent de la sérotonine et du thromboxane A2, molécules 

vasoconstrictrices et prothrombotiques, libérées pour accélérer la résorption du saignement. Il 

y a aussi relargage de multimères de vWF qui permettent une adhésion des plaquettes 

localement (Hattori et al., 1989). L’activation et l’agrégation de ces plaquettes peuvent 

également être stimulées par l’anaphylatoxine C3a : Polley et al. ont ainsi montré in vitro que 

C3a permettait le relargage de sérotonine à partir de plaquettes purifiées ainsi que leur 

agrégation (Polley and Nachman, 1983). Enfin, le phénotype des plaquettes peut aussi être 

modifié par la voie classique du complément : les plaquettes expriment des récepteurs au C1q, 

dont la fixation peut entrainer l’expression à la membrane d’intégrines prothrombotiques 

(glycoprotéine GPIIb/IIIa et P-sélectine, (Peerschke et al., 1993)).  

Une des autres propriétés du complément est d’induire l’expression de facteur tissulaire. Cette 

molécule, initiatrice de la voie extrinsèque de la coagulation, se retrouve au niveau du sous-

endothélium vasculaire et ne devient accessible qu’en cas de brèche vasculaire. Le facteur 

tissulaire peut être également retrouvé dans les leucocytes (Muhlfelder et al., 1979). Ainsi, 

l’activation du complément augmente-t-elle l’expression de facteur tissulaire au niveau de 

l’endothélium (Ikeda et al., 1997) mais aussi chez les neutrophiles (Ritis et al., 2006) ou encore 

les monocytes (Langer et al., 2013; Osterud, 1998). L’induction du facteur tissulaire repose 

notamment sur une interaction entre l’anaphylatoxine C5a et son récepteur CD88 exprimé à 

leur surface (Girardi et al., 2003) ainsi que sur l’insertion membranaire du complexe C5b-9.  

En plus d’activer l’expression de facteur tissulaire, le complément peut déclencher d’autres 

mécanismes sur les cellules endothéliales. A l’état physiologique, la surface de l’endothélium 

est recouverte d’héparane sulfate. Ce glycane peut activer dans son microenvironnement 

l’antithrombine III, un inhibiteur de la thrombine. C5a, en synergie avec des anticorps dirigés 
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contre l’endothélium, est capable de dissocier in vitro l’héparane sulfate des cellules 

endothéliales et ainsi favoriser une coagulation intravasculaire (Platt et al., 1991). Ce 

mécanisme a été proposé dans la pathogenèse des rejets aigus d’allogreffe. Par ailleurs, la voie 

classique du complément via le C1q facilite l’adhésion des leucocytes et des plaquettes sur 

l’endothélium endommagé en induisant l’expression de molécules d’adhésion sur les cellules 

endothéliales (E-selectine, VCAM-1, ICAM-1, (Lozada et al., 1995)). 

L’activation du complément peut aussi modifier le phénotype des mastocytes et des basophiles. 

A l’état basal, les mastocytes sont capables de sécréter du tissue-type Plasminogen Activator 

(t-PA) et de l’héparine, des molécules antithrombotiques qui permettent de prévenir une 

éventuelle thrombose incontrôlée. In vitro, il a été montré que C5a induisait une très forte 

production de Plasminogen Activator Inhibitor 1 (PAI-1) par les mastocytes (Wojta et al., 2002, 

2003). Ceci permet d’abroger l’activité antithrombotique de ces cellules et de favoriser les 

processus d’hémostase. De même, chez les basophiles, C5a stimule la sécrétion de PAI-1 

(Wojta et al., 2002). 

Enfin le complément peut également inhiber les processus de fibrinolyse : le C4BP est un 

cofacteur impliqué dans l’inactivation du fragment C4b issu des voies classique et des lectines 

du complément mais il peut s’associer à la protéine S, cofacteur de la protéine C activée, 

impliquée dans la dégradation du FVa et du FVIIIa. La formation du complexe C4BP/protéine 

S diminue la disponibilité en protéine S et entrave les mécanismes antithrombotiques (Rezende 

et al., 2004). 

Les interactions entre complément et coagulation sont bidirectionnelles. Aussi, de manière 

réciproque, les protéases de la cascade de la coagulation peuvent activer le système du 

complément. Ainsi, le FXIIa, initiateur de la voie intrinsèque de la coagulation, est-il capable 

de déclencher la voie classique du complément, en interagissant avec l’estérase C1r, ce qui 

permet de catalyser l’activation du composant C1 (Ghebrehiwet et al., 1981). De récentes études 

ont montré que le composant central du complément C3 pouvait être directement activé par 

plusieurs protéases de la coagulation (Amara et al., 2010). Ainsi, le C3 peut-il être clivé in vitro 

et libérer l’anaphylatoxine C3a et l’opsonine C3b, toutes deux biologiquement actives, après 

action du FXa, de la plasmine, de la thrombine, du FIXa ou encore du FXIa. Ces protéases n’ont 

toutefois pas le même potentiel d’activation : le FXa et la plasmine catalysent beaucoup plus le 

clivage du C3 que le FXIa.  
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Le composant terminal du complément C5 peut aussi subir le même processus (Amara et al., 

2010; Huber-Lang et al., 2006). Huber-Lang et al. ont ainsi observé une production 

d’anaphylatoxines C5a chez des souris déficientes en C3, chez lesquelles la formation de C5 

convertase était impossible. Cette production de C5a était inhibée après administration 

d’hirudine, un inhibiteur spécifique de la thrombine. L’activation du C5 par la thrombine 

conduit à la production d’une forme particulière de C5b, dénommée C5bT, capable de former 

un complexe d’attaque membranaire C5bT-9 sensiblement plus puissant que le C5b-9 classique 

(Krisinger et al., 2012). La thrombine constitue ainsi une quatrième voie d’activation pour le 

complément.  

Enfin, d’autres acteurs de la coagulation peuvent aussi contrôler l’activation du complément. 

Ainsi, Rayès et al. ont montré en 2014 que le vWF pouvait se lier au FH et augmenter son 

activité de cofacteur du FI (Rayes et al., 2014). Le vWF favorise donc l’inactivation du C3b. 

Par ailleurs, le vWF a récemment été décrit comme modulant la fixation et l’activité cytolytique 

du complément à la surface des cellules endothéliales (Noone et al., 2016).  

Les cascades du complément et de la coagulation sont en somme fortement intriquées. Les 

communications entre ces deux entités s’avèrent nombreuses et permettent une action 

synergique en vue de résoudre un saignement ou une infection mais également une régulation 

croisée pour éviter toute réaction incontrôlée délétère pour l’organisme. 
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Figure 13. Dialogue entre complément et coagulation. Les systèmes de la coagulation et du 

complément communiquent de manière bidirectionnelle par l’intermédiaire de leurs 

composants. La coagulation peut activer le complément : le FXIIa de la coagulation est capable 

d’activer la voie classique du complément. La thrombine est capable d’activer directement le 

composant C3 en C3a et C3b ainsi que le composant C5 en C5a et C5b, indépendamment de 

l’activation des trois voies du complément. Le complément peut favoriser l’activation de la 

coagulation : la voie des lectines et le MAC peuvent activer la prothrombine en thrombine. 

L’anaphylatoxine C5a peut favoriser la sécrétion de facteur tissulaire prothrombotique. Le 

complément est capable de favoriser l’activation des plaquettes grâce au C1q qui se fixe dessus, 

grâce à l’anaphylatoxine C3a et grâce au MAC qui peut s’y insérer et stimuler, à des 

concentrations sublytiques, l’activation des plaquettes. D’autres acteurs de la coagulation 

contrôlent l’activation du complément : ainsi le vWF favorise-t-il l’inactivation du C3b en se 

liant au FH et en augmentant son activité de cofacteur du FI. Le complément peut aussi bloquer 

les processus antithrombotiques : le C4BP peut inhiber le complexe protéine C/protéine S, 

impliqué dans l’inactivation des facteurs de la coagulation. L’anaphylatoxine C5a peut quant à 

elle stimuler la sécrétion de PAI-1 qui participe à l’inactivation de la fibrinolyse (D’après 

(Rittirsch et al., 2008)). 
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5. Objectifs de la thèse 

Le but de ma thèse est d’approfondir la compréhension que nous avons des étapes initiales de 

la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII thérapeutique. Mon travail de thèse s’est organisé 

selon deux axes.  

La première partie de ma thèse repose sur l’hypothèse selon laquelle le microenvironnement 

rencontré par le FVIII après administration in vivo joue un rôle important dans l’élaboration de 

la réponse immunitaire anti-FVIII. Parmi les constituants de ce microenvironnement, on 

retrouve le système du complément dont les molécules sont capables d’interagir avec les 

protéines de la cascade de la coagulation. D’autre part, le système du complément est capable 

de moduler la mise en place des réponses immunitaires adaptatives en ciblant les différents 

acteurs cellulaires du système immunitaire. Sachant que l’implication du complément dans 

l’hémophilie A n’a jamais été étudié jusqu’à maintenant, j’ai donc évalué le rôle potentiel du 

complément sur la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII, en particulier sur l’initiation de 

la réponse immunitaire. 

La seconde partie de ma thèse s’articule autour de l’implication de la structure du FVIII pour 

sa reconnaissance et sa prise en charge par le système immunitaire. Des études récentes ont 

montré des liens entre structure du FVIII et immunogénicité (Herczenik et al., 2012a; 

Wroblewska et al., 2012). Ainsi, a-t-il été démontré l’importance du domaine C1 du FVIII pour 

son internalisation par des CPA ainsi que pour l’immunogénicité du FVIII in vivo. Etant donné 

que le domaine C1 présente de fortes homologies de structure avec le domaine C2, je me suis 

demandé si le domaine C2 pouvait également participer à la mise en place de la réponse 

immunitaire anti-FVIII, dans la capture du FVIII par les CPA. 
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1. L’activation du complément potentialise la capture du facteur VIII par les 

cellules présentatrices d’antigènes 

L’administration intraveineuse de FVIII thérapeutique pour prévenir ou traiter les hémorragies 

conduit dans jusqu’à 30% des cas à l’apparition d’anticorps inhibant l’activité pro-coagulante 

du FVIII injecté. L’immunogénicité du FVIII est intrigante car la protéine est administrée en 

faible quantité par voie intraveineuse et en absence d’adjuvant. La réponse immunitaire dirigée 

contre le FVIII est initiée par l’endocytose du FVIII par des CPA qui, une fois ayant reçu un 

signal de danger, activent des lymphocytes T CD4+ naïfs spécifiques du FVIII (Lacroix-

Desmazes et al., 2008). Si les étapes effectrices de la réponse adaptative ont bien été 

documentées, l’étape d’initiation reste mal connue à ce jour. Une fois administré, le FVIII se 

retrouve dans le sang et peut interagir avec toutes les protéines en circulation, parmi lesquelles 

on trouve les protéines constituant le système du complément. Acteur majeur de l’immunité 

innée, le système du complément participe également aux réponses immunitaires adaptatives 

(Dunkelberger and Song, 2010). Alors que le complément est impliqué dans la mise en place 

des réponses immunitaires contre des agents infectieux, son implication dans les réponses 

immunitaires dirigées contre les protéines thérapeutiques telles que le FVIII n’a jamais été 

étudiée jusqu’à présent.  

Dans cette étude, je me suis demandé quel potentiel rôle pouvait jouer le complément dans la 

mise en place de la réponse immunitaire anti-FVIII. In vivo, la déplétion transitoire du 

complément dans un modèle murin d’hémophilie A sévère réduisait drastiquement le taux 

d’anticorps inhibiteurs anti-FVIII, générés suite à l’administration répétée de FVIII. A 

l’inverse, l’activation chronique du complément favorisait la génération d’anticorps anti-FVIII. 

Je me suis intéressé à la possible implication du complément dans l’initiation de la réponse 

immunitaire anti-FVIII. In vitro, j’ai essayé de déterminer si le complément pouvait être à 

l’origine des signaux de danger nécessaires à la maturation des CPA, ce qui ne semble pas être 

le cas. Mes résultats ont également montré que la présence du complément favorisait 

spécifiquement l’internalisation du FVIII par des MO-DCs ou purifiées directement du sang 

mais pas par les macrophages. En particulier, le composant C3 augmente l’endocytose du FVIII 

par les MO-DCs ainsi que sa présentation antigénique à des lymphocytes T CD4+ spécifiques. 

Le C3 est une molécule bio-inactive mais son clivage libère un fragment C3b bioactif. De 

manière similaire au C3, le fragment C3b potentialisait de manière spécifique la capture du 

FVIII par des MO-DCs.  
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Jusqu'à présent, les études sur l'immunogénicité des protéines thérapeutiques et les mécanismes 

d'endocytose in vitro avaient toujours été effectuées en absence de complément ou en présence 

de sérum décomplémenté. Pour la première fois, mes résultats montrent l'importance jouée par 

le complément dans l'immunogénicité du FVIII. Les fragments de clivage consécutifs à 

l'activation du complément présentent un important rôle adjuvant dans l'internalisation du 

FVIII, une protéine thérapeutique particulièrement immunogène chez les patients traités. Des 

études approfondies devront être menées pour déterminer la contribution respective des 

différentes voies d'activation du complément dans l'immunogénicité du FVIII. Par ailleurs, la 

déplétion transitoire du complément pourrait constituer une potentielle stratégie thérapeutique 

pour prévenir le développement des anticorps inhibiteurs chez les patients hémophiles. 
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Abstract 

Development of neutralizing antibodies against therapeutic Factor VIII (FVIII) is the most 

serious complication of the treatment of hemophilia A. Increasing evidence shows the 

multifactorial origin of the anti-FVIII immune response, combining both genetic and 

environmental factors. While a role for the complement system on innate as well as adaptive 

immunity has been documented, the implication of complement activation on the onset of the 

anti-FVIII immune response is unknown. Here, using animal models of in vivo complement 

depletion or chronic activation, as well as in vitro assays for FVIII endocytosis by antigen-

presenting cells and presentation to T cells, we investigated a role for complement in the 

immune response against therapeutic FVIII. Complement C3 depletion, using transient 

exhaustion of complement by humanized cobra venom factor, lead to a reduction in the levels 

of inhibitory anti-FVIII IgG in FVIII-treated hemophilia A mice in primary immune responses. 

Conversely, congenital complement activation in complement factor H-deficient mice, 

resulting in chronic inflammation, was associated with an exacerbation of the immune response 

to exogenous FVIII. Complement C3 and its cleavage product C3b enhanced FVIII endocytosis 

by human dendritic cells and FVIII presentation to a FVIII-specific CD4+ T-cell hybridoma. 

Taken together, our results suggest an important adjuvant role for the complement cascade in 

the immune response to therapeutic FVIII. 

Keywords 

Hemophilia A, Factor VIII, Anti-drug antibodies, Complement, Dendritic cells 

Salient points 

1. Complement activation modulates the immune response to therapeutic FVIII in experimental 

severe hemophilia A 

2. Complement C3 facilitates FVIII endocytosis by human dendritic cells  
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Introduction 

Hemophilia A is a rare X-linked inherited hemorrhagic disorder consecutive to the absence of 

functional pro-coagulant factor VIII (FVIII). Prevention or treatment of bleeding consists in 

replacement therapy with exogenous FVIII. However, up to 30% of the patients develop 

antibodies of IgG isotype that neutralize the procoagulant activity of therapeutic FVIII, and are 

referred to as FVIII inhibitors (1).The immune response that develops against therapeutic FVIII 

is thought to be a classical T-cell dependent immune response to a foreign glycoprotein antigen. 

Thus, the antibody response and the nature of the T cells implicated have been extensively 

characterized (2). The development of a naïve T-cell-dependent immune response requires that 

the antigen-presenting cells (APCs) that have endocytosed the target antigen receive 

appropriate maturation signals, referred to as ‘danger signals’, in order to mature and present 

the processed antigen to CD4+ T cells in an immunogenic context. In the case of the immune 

response to therapeutic FVIII, the nature of the danger signals that adjuvant the anti-FVIII 

immune response and permit activation of naïve FVIII-specific CD4+ T cells is not known. A 

role for bleeding and inflammation in the development of FVIII inhibitor has been proposed 

repeatedly (3–5).  

Although several recent studies have demonstrated novel cross-talks between the coagulation 

cascade and the complement system (6, 7), the contribution of complement activation to the 

anti-FVIII immune response has not been studied so far. The complement system plays major 

roles in the development of immune responses (8). It is an integral part of the innate host 

defense. Activation of the complement cascade leads to opsonisation and lysis of pathogens, 

release of soluble anaphylatoxins that mediate inflammation and chemotaxis (9–11). 

Complement also triggers adaptive immunity. Activation products of the central complement 

component C3 opsonize antigens, thus allowing their long-term trapping by follicular dendritic 

cells (12), to participate in antigen uptake by APCs and presentation to and priming of CD4 and 
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CD8+ T cells (13–17), and to enhance humoral immune responses by diminishing the threshold 

for B-cell activation (18–20). Inappropriate complement triggering is pathogenic and has been 

associated with autoimmune reactions (21).  

In the present work, we investigated the role of the complement system in the development of 

the anti-FVIII immune response. We demonstrate that depletion of complement by humanized 

cobra venom factor (hCVF) dampens the intensity of the anti-FVIII immune response in vivo. 

We also show that C3 and the C3-derived activation fragment C3b facilitate FVIII endocytosis 

by human dendritic cells in vitro.  
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Material and methods 

Antibodies and reagents. Complement human proteins Factor B, Factor D, C3, C3b and C3-

depleted serum were purchased from Complement Technology (Comptech, TX, USA) and 

Merck Millipore (Merck Chemicals Ltd, Nottingham, United Kingdom). Human serum was 

obtained from AB blood-type healthy donors. Antibodies against CD1a, CD14, CD40, CD83, 

CD86, HLA-DR, CD206, low density lipoprotein receptor-related protein (LRP, CD91), 

CD209, CD68 and APC-labeled Annexin V were purchased from BD Pharmingen (San Jose, 

CA, USA). Antibody against CD20 was purchased from eBiosciences (San Diego, CA, USA). 

Humanized cobra venom factor HC3-1496 (hCVF) and C5a receptor antagonist PMX53 have 

been described previously (22–24). 

Animals and administration of FVIII and ADAMTS-13 (A Disintegrin And 

Metalloprotease with ThromboSpondin type I repeats-13). Wild-type mice (Janvier, Saint-

Berthevin, France), FVIII exon 16-invalidated mice (gift from Pr. H.H. Kazazian, University 

of Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia, PA, USA), and complement factor H 

(CFH)-deficient mice (gift from Pr. M. Pickering, Imperial College London, London, United 

Kingdom) were on the C57Bl/6 background and were 8 to 15 weeks old. Mice were handled in 

agreement with French ethical authorities (authorization #23BA53). Mice were injected 

intravenously with 1 μg human recombinant FVIII (Helixate® NexGen, CSL-Behring, 

Marburg, Germany) or with 1 μg human recombinant ADAMTS-13 (a kind gift from Baxter, 

Maurepas, France) once a week for 4 weeks. Blood was collected 5 days after the last FVIII 

administration. Plasma was isolated and kept at -80°C until use. For the secondary response 

experiment, mice were sensitized with 4 injections of 1 µg of human recombinant FVIII, once 

a week for 4 weeks. Mice were then challenged 5 weeks after the last injection with 1 µg of 

human recombinant FVIII. Blood was collected 7 and 14 days after challenge. Plasma was 

isolated and kept at -80°C until use. 
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In vivo complement blockade. Complement was depleted in FVIII-deficient mice by 

intraperitoneal injection of 20 μg of humanized cobra venom factor HC3-1496 (hCVF). C3 

levels in plasma were measured by sandwich ELISA, using a polyclonal goat anti-mouse C3 

antibody (MP Biomedicals, Illkirch, France) to capture C3 and a biotinylated polyclonal goat 

anti-mouse C3 antibody, followed by streptavidin-HRP (R&D systems, Lille, France) and the 

HRP o-Phenylenediamine Dihydrochloride substrate (OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), to reveal bound C3. In order to block the C5a receptor, the C5a receptor antagonist 

PMX53 was injected intraperitoneally to CFH-deficient mice at a dose of 1 mg/kg, everyday 

for 4 weeks. hCVF and PMX53 administration occurred 6 hours prior to FVIII administration 

or FVIII challenge. 

Titration of anti-FVIII IgG, FVIII inhibitors and anti-ADAMTS-13 IgG. ELISA plates 

(Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with FVIII (1 μg/ml, Recombinate®, Baxter, 

Maurepas, France) overnight at 4°C. After blocking with PBS-1% bovine serum albumin 

(BSA), plasma was incubated for 1 hr at 37°C. Bound IgG were revealed using a HRP-coupled 

polyclonal goat anti-mouse IgG antibody (Southern Biotech, Anaheim, CA, USA) and the OPD 

substrate. Absorbance was read at 492 nm. The monoclonal mouse anti-FVIII IgG mAb6 (gift 

from Dr J.M. Saint-Remy, Katholieke Universiteit Leuven, Leuven, Belgium) was used as a 

standard. FVIII inhibitors were measured by incubating heat-inactivated mouse plasma with 

human standard plasma (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Germany) for 2 hr at 37°C. 

The residual FVIII pro-coagulant activity was measured using a chromogenic assay following 

the manufacturer's recommendations (Siemens Healthcare Diagnostics). Results are expressed 

in Bethesda titers (BU/ml) that correspond to the reciprocal dilution of the mouse plasma that 

yields 50% residual FVIII activity. Anti-ADAMTS-13 IgG were measured in the plasma of the 

mice on ELISA plates coated with 2 μg/ml human recombinant ADAMTS13. Bound IgG were 

revealed using a HRP-coupled polyclonal goat anti-mouse IgG antibody. 
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In vivo half-life of FVIII. Mice were injected intravenously with human recombinant FVIII 

(100 μl at 10 nM, Helixate® NexGen) 6 hours after complement depletion. Blood was collected 

using heparinized capillaries at 10, 25, 55, 115, 235, 355, 385 and 475 min. FVIII:Ag in plasma 

was measured by sandwich ELISA, using a mouse monoclonal anti-C2 domain IgG (ESH-8, 

Sekisui Diagnostics, Kings Hill, United Kingdom) to capture FVIII. Bound FVIII was revealed 

using a biotinylated monoclonal mouse anti-human FVIII antibody GMA-8015 (Green 

Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA), streptavidin-HRP and the OPD substrate. 

Experimental data were fitted with a one-phase exponential decay equation using GraphPad 

Prism. 

Generation of immature monocyte-derived dendritic cells (MO-DCs) and monocyte-

derived macrophages (MO-Φ). Monocytes were isolated from the blood of healthy donors 

using anti-CD14+ magnetic microbeads (Miltenyi Biotec, Paris, France). Ethical committee 

permission was obtained for the use of buffy bags from healthy donors. Monocytes were 

incubated in RPMI-1640 (Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with GM-CSF (1000 

IU/106 cells) and IL-4 (500 IU/106 cells) (Miltenyi Biotec) for 5 days to generate immature 

MO-DCs. The immature status was confirmed by flow cytometry (LSR II, BD Biosciences, Le 

Pont au Claix, France) with a CD1a, CD14, CD80, CD86, CD83, CD40 and HLA-DR staining. 

To differentiate monocytes into macrophages, cells were plated in RPMI-1680 supplemented 

with M-CSF (ImmunoTools, Friesoythe, Germany, 100 ng/106 cells) for 5 days. Macrophage 

phenotype was confirmed by flow cytometry with a CD68 staining. 

Isolation of circulating blood DCs. Circulating dendritic cells were isolated from the blood of 

healthy donors using the Blood Dendritic Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec). Purity was 

assessed by flow cytometry using an exclusion staining based on CD3, CD14 and CD20, and 

was >80%. 
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Uptake of antigen by immature MO-DCs. FVIII (20 or 50 nM) or recombinant human 

ADAMTS-13 (50 nM) conjugated to Dylight 633 (Thermo Scientific, Courtaboeuf, France) 

were incubated with 20% normal serum, heat-inactivated serum or C3-depleted serum in RPMI-

1640 at 37°C for 1 hr. When indicated, FVIII or Dylight 633-labeled ADAMTS-13 were 

incubated with C3 (250 μg/ml), factor B (50 μg/ml) and factor D (1 μg/ml) and/or C3b (250 

μg/ml) in 20 mM HEPES 150 mM NaCl 10 mM MgCl2 for 1 hr at 37°C. Samples were then 

incubated with 5-day-old immature MO-DCs (2.105 cells/100 μl) for 2 hr at 4 or 37°C. Cells 

were washed with ice-cold phosphate buffer saline, fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-

Aldrich). In the case of FVIII, cells were permeabilized using 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) 

and stained with a FITC-conjugated monoclonal mouse anti-human FVIII IgG (77IP52H7, 

LFB, Les Ulis). Cells were analyzed by flow cytometry and data were computed using the BD 

FACS Diva software (6.1 version, BD Biosciences). The uptake was quantified as the difference 

in the median fluorescence intensities between 37°C and 4°C (ΔMFI37°C-4°C) to exclude the 

signal generated by the binding of FVIII to the cells surface. 

Stimulation of a FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T-cell 

hybridoma. Activation of the HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T-cell hybridoma 

specific for human FVIII (1G8-A2), was assessed as previously described (25). FVIII (10 nM) 

was incubated with 20% normal serum, heat-inactivated serum or C3-depleted serum in RPMI-

1640 supplemented with 2 mM CaCl2 and 10 mM MgCl2 for 1 hr at 37°C. Samples were then 

incubated with 5-day-old MO-DCs (104 cells/condition) generated from healthy donors with 

the DRB1*0101 haplotype, for 2 hr at 37°C to allow FVIII uptake. MO-DCs were then washed, 

suspended in X-VIVO15 medium and co-cultured with 105 1G8-A2 CD4+ T cells for 18 hr at 

37°C. Controls included T cells incubated alone, or incubated with MO-DCs in the presence of 

concanavalin A (2 μg/ml, Sigma-Diagnostics, MO, USA) or in the absence of FVIII. Levels of 
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interleukine-2 secreted in the supernatant by T cells were assessed using BD OptEIA™ mouse 

IL-2 ELISA set, following the manufacturer's recommendations (BD Biosciences). 

Maturation of MO-DCs in the presence of complement. Normal serum, heat-inactivated 

serum or C3-depleted serum were incubated in RPMI-1640 for 1 hr at 37°C. Samples were then 

incubated with 5-day-old immature MO-DCs (2.105 cells/100 μl) for 24 hr at 37°C. Cell surface 

was stained for CD40, CD83, CD86 and HLA-DR, and dead cells were discriminated with 

propidium iodide (5 μg/ml, Sigma-Aldrich). As a positive control, immature MO-DCs were 

incubated with lipopolysaccharide (LPS, 0.1 μg/ml, Sigma-Aldrich). MFI was measured by 

flow cytometry. 
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Results 

Complement modulates the immune response against FVIII in FVIII-deficient mice  

We investigated whether the complement system was at play in the primary immune response 

to therapeutic FVIII. In a first approach, FVIII-deficient mice were treated with hCVF prior to 

each administration of FVIII, in order to transiently deplete the complement C3 molecule in the 

blood. Injection of hCVF was followed by a ≥90% decrease of circulating C3 levels that lasted 

for at least 6 hr (Supplementary Fig. S1). The efficacy of hCVF-mediated C3 depletion was 

retained following repeated weekly administration to the same mice, indicating the absence of 

induction of a neutralizing immune response against hCVF (data not shown). FVIII-deficient 

mice treated with hCVF prior to FVIII infusion demonstrated significantly reduced levels of 

anti-FVIII IgG titers in the plasma, as compared to the PBS control group (65±67 vs. 

267±245 μg/ml mAb6-equivalent, respectively, mean±SD, p<0.0001, Fig. 1A), as well as 

reduced inhibitory titers (66±55 vs. 195±97 BU/ml, respectively, p<0.0001, Fig. 1B). Depletion 

of C3 using hCVF did not affect significantly the half-life of FVIII in FVIII-deficient mice 

(Supplementary Fig. S2). Of note, injection of FVIII into FVIII-deficient did not activate 

complement (data not shown). Mice treated with hCVF prior to injection of ADAMTS13, used 

as a control antigen, developed levels of anti-ADAMTS13 IgG similar to that developed by 

PBS-treated mice (Fig. 1C).  

In a second approach, wild-type C57BL6 mice or complement factor H (CFH)-deficient mice 

were treated with FVIII. CFH-deficient mice represent a model of continuous activation of C3 

and complement-associated inflammation due to the production of the C3a and C5a 

anaphylatoxines (26). They develop spontaneously at late age C3 glomerulopathy due to C3 

activation fragments deposition in the kidneys. In these mice, the C3 levels are very low due to 

consumption and the C5a levels are high (26, 27). FVIII administration to CFH-deficient mice 
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resulted in a 3-fold increase in plasma levels of anti-FVIII IgG as compared to control mice 

(794±580 vs. 364±362 μg/ml, respectively, p<0.005, Fig. 1D). The effect was reverted when 

FVIII-treated CFH-deficient mice were injected with PMX53, a selective antagonist of the C5a 

receptor (317±211 µg/ml, p<0.005).  

We also investigated whether the complement system was playing a role in the secondary 

immune response to FVIII. FVIII-deficient mice were injected once a week for four weeks with 

FVIII; 5 weeks after the last injection, mice were challenged with FVIII following depletion of 

complement with hCVF (Fig. 2A). Irrespective of treatment with hCVF, mice developed high 

anti-FVIII IgG titers: 6.5±2.8 versus 8.4±3.0 fold-increase in anti-FVIII IgG levels 7 days after 

challenge, and 26.4±8.0 versus 29.7±12.3 fold-increase 14 days after challenge (Fig. 2B and 

2C).  

Complement C3 participates in FVIII endocytosis by MO-DCs and blood DCs but not 

MO- 

The effect of complement on the early steps of the anti-FVIII immune response, in particular 

with respect to the capture of FVIII by APCs and ensuing presentation to CD4+ T lymphocytes, 

was investigated. We first assessed FVIII endocytosis by MO-DCs using flow cytometry (Fig. 

3A). Incubation of FVIII with immature human MO-DCs in the presence of normal serum (NS) 

resulted in a 1.86±0.61-fold increase in FVIII uptake as compared to incubation in the presence 

of heat-inactivated serum (HIS) (p<0.01). Of note, incubation of immature MO-DCs did not 

significantly modify the expression of LRP (CD91) and CD206, two endocytic receptors for 

FVIII, or of DC-SIGN (CD209) (Supplementary Fig. S3). Incubation of FVIII with purified 

circulating blood DCs in the presence of NS yielded a 3-fold increase in FVIII uptake (Fig. 3B, 

p<0.05), while it had only a marginal effect on FVIII uptake in the case of MO- (Fig. 3C). 
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Interestingly, the presence of complement did not significantly alter the endocytosis by MO-

DCs of human recombinant ADAMTS-13, used as a control antigen (Fig. 3D).  

Because complement C3 molecule is the central component of the complement cascade and 

because C3 depletion using hCVF drastically reduced the immune response to FVIII in vivo, 

we assessed the involvement of C3 in FVIII endocytosis by dendritic cells. The incubation of 

FVIII and MO-DCs with C3-depleted serum (∆C3) lead to endocytosis levels similar to that 

observed in the case of HIS (Fig. 4A and B). Incubation of MO-DCs with HIS, NS or ∆C3 lead 

to similar degrees of cell surface expression of phosphatidylserine (PS), a ligand for activated 

FVIII at the surface of activated cells (28), as assessed using Annexin V (Supplementary Fig. 

S4A). The latter data rule out the possibility that differences in FVIII endocytosis are related to 

differences in induction of surface expression of PS (i.e., apoptosis) by MO-DCs.  

To confirm that the reduced FVIII endocytosis observed upon C3 depletion results in a reduced 

presentation to CD4+ T lymphocytes, we assessed the activation of a CD4+ T-cell hybridoma 

(1G8-A2) by MO-DCs incubated with FVIII in the presence of the different serum preparations. 

Importantly, the use of the T-cell hybridoma allows working with FVIII concentrations closer 

to that reached in patients upon replacement therapy. The activation of 1G8-A2, assessed by 

the secretion of interleukine-2 (IL-2) (25), was maximal when FVIII was incubated with MO-

DCs in the presence of NS (541±123 pg/ml of IL-2, Fig. 4C). In contrast, IL-2 secretion was 

significantly reduced when FVIII was co-incubated with MO-DCs in the presence of HIS or of 

∆C3 serum (217±132 and 238±61 pg/ml of IL-2, respectively) as compared to NS (p≤0.01). 

There was no activation of 1G8-A2 when MO-DCs were incubated with the different serum 

preparations in the absence of FVIII (not shown).  

Since the activation of complement leads to the cleavage of C3 and generation of the C3-derived 

bioactive fragment C3b, we evaluated the role of C3b in FVIII endocytosis by MO-DC in the 
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absence of serum proteins. We co-incubated FVIII with either purified C3b or with an 

artificially reconstituted C3 convertase containing C3, factor B and factor D. The reconstituted 

C3 convertase leads to the generation of C3b as confirmed by Western Blot (data not shown). 

Samples were then added to MO-DCs and FVIII endocytosis was monitored by flow cytometry 

(Fig. 4D). Co-incubation of immature MO-DCs with the C3 convertase or with C3b did not 

induce detectable apoptosis as assessed by the surface expression of PS (Supplementary Fig. 

S4B). FVIII endocytosis was significantly higher when FVIII was incubated in the presence of 

the whole C3 convertase (1.88±0.28-fold increase) or of C3b (1.78±0.40-fold increase) than 

when FVIII was incubated with factors B and D alone (p≤0.05). In contrast, incubation of 

ADAMTS-13 with the C3 convertase or with C3b did not result in increased endocytosis by 

MO-DCs (Fig. 4E).  

Complement does not induce the maturation of MO-DCs 

Using immature human MO-DCs as a model of APCs, we investigated whether complement 

activation induced the maturation of APCs in vitro. The maturation status of MO-DCs was 

assessed by flow cytometry on viable cells after 24 hr of incubation with HIS, NS or ∆C3 serum. 

NS, HIS or ∆C3 did not alter the phenotype of the MO-DCs, as shown by the stable expression 

of co-stimulatory CD40, CD80, CD86, and maturation molecules CD83, and of HLA-DR (Fig. 

5). In contrast, LPS induced a marked activation of MO-DCs, with a high MFI for each 

molecule.  
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Discussion 

We investigated a role for complement in the development of the immune response against 

therapeutic FVIII in a mouse model of severe hemophilia A. In vivo, a transient depletion of 

component C3 in naïve FVIII-deficient mice using hCVF resulted in a drastically reduced 

production of antibodies to exogenous FVIII. Our results are in agreement with other studies 

showing that deficiency in C3 in knock-out mice or transient reduction in C3 are associated 

with a significant reduction in T-cell dependent immune responses (20, 29). A certain degree 

of specificity for FVIII was observed as complement depletion failed to reduce the anti-

ADAMTS-13 immune response. Human recombinant ADAMTS-13 was used as a control 

antigen for human recombinant FVIII, with the rational that i) recombinant ADAMTS-13 is 

being developed as a drug for replacement therapy to be used in patients with congenital 

Thrombotic Thrombocytopenic Purpura (TTP), which is reminiscent of the development of 

recombinant FVIII for hemophilia A patients; ii) ADAMTS-13, like FVIII, is endocytosed by 

MO-DCs in a CD206-dependent manner (30), and iii), as is seen in the case of FVIII, 

autoantibodies to endogenous ADAMTS-13 may develop leading to acquired TTP. 

Interestingly, and in contrast with studies reporting a role for complement C3 and complement 

receptors on the maintenance of memory immune responses (31, 32), complement C3 depletion 

failed to prevent upregulation of the anti-FVIII immune response in primed animals.  

An important aspect of the complement activation is a release of pro-inflammatory C3a 

anaphylatoxin as well as the most potent anaphylatoxin C5a. Of note, the humanized form of 

CVF used in the present study lacks C5-convertase activity and hence does not generate the 

potent pro-inflammatory C5a anaphylatoxin (23, 24). In order to assess in vivo the potential role 

of inflammation-associated complement activation in the immune response, we studied the 

immune response to FVIII in CFH-deficient mice that are characterized by systemic 

uncontrolled complement activation and inflammation (26). In contrast to the administration of 
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hCVF, the absence of endogenous CFH promotes the generation of the C5-convertase and the 

continuous release of the pro-inflammatory C5a anaphylatoxin. C5a has been shown to mediate 

the recruitment of monocytes, and to induce their differentiation into inflammatory dendritic 

cells, and maturation both in vitro and in vivo (33). In agreement with our hypothesis, the 

administration of FVIII to CFH-deficient mice resulted in a drastic increase in anti-FVIII IgG 

titers as compared to wild-type mice, which was prevented upon co-administration of an 

antagonist of the C5aR to mice. To our knowledge, this is the first demonstration of a role of 

complement as a source of pro-inflammatory signals that adjuvant the anti-FVIII immune 

response in hemophilia A. Interestingly, administration of the C5aR antagonist to CFH-

deficient mice reduced the intensity of the anti-FVIII immune response to the levels obtained 

in wild-type mice, but did not abrogate FVIII immunogenicity. Taken together, the data suggest 

that pro-inflammatory C5a may exacerbate the anti-FVIII immune response, but is dispensable 

in its initiation phase. Of note, links between the inflammatory status and the risk for patients 

with severe hemophilia A to develop an immune response to therapeutic FVIII have been 

proposed. While we recently observed that bleeding does not bring adjuvant signals to the anti-

FVIII immune response in mice (34), polymorphisms in the genes encoding inflammation-

related TNF-alpha and heme-oxygenase-1 (HO-1) have been associated with a higher incidence 

of FVIII inhibitors (35–37). Likewise, the control of inflammation in mice by induction of HO-

1 expression has been shown to protect mice from the development of inhibitory anti-FVIII IgG 

(4).  

Because complement C3 has been shown to play a role in antigen uptake by professional APCs 

and presentation to CD4+ and CD8+ T cells (13), we investigated the role of complement in the 

endocytosis and presentation of FVIII by human APCs in vitro. Inactivation of complement 

resulted in baseline levels of FVIII endocytosis by MO-DCs, as previously described (30, 38, 

39). Similar levels of endocytosis were observed when the serum was immune-depleted for C3. 
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In contrast, the use of normal serum that allows activation of complement, lead to an increased 

uptake of FVIII in the case of both MO-DCs and circulating blood DCs. In line with these data, 

normal serum enhanced presentation of FVIII to a FVIII-specific T-cell hybridoma, as 

compared to serum lacking active C3. Furthermore, in vitro reconstitution of the C3-convertase, 

or addition of the C3-activation fragment C3b, in the absence of other complement molecules, 

was sufficient to restore close to maximal levels of FVIII endocytosis. While our results rule 

out a role for anaphylatoxin C5a on in vitro FVIII endocytosis, they do not exclude however a 

possible implication of C3a in modulating the uptake of FVIII. Indeed, C3a binding to its 

receptor C3aR has been shown to enhance dendritic cells capacity to internalize antigens and 

stimulate T cells (15). Importantly, complement activation or addition of C3b had no effect on 

ADAMTS-13 endocytosis by MO-DCs, further suggesting some degree of specificity of the 

observed phenomenon towards FVIII.  

The effect of complement on endocytosis was dependent on the cell type (i.e., blood DCs as 

well as MO-DCs, but not MO-Φ) and on the antigen (i.e., FVIII, but not ADAMTS-13), 

suggesting the implication of particular endocytic pathway(s) in the presence of complement 

activation. The induction of the expression of endocytic receptors for FVIII at the surface of 

the cells upon activation of complement is not probable owing to the short incubation times 

used in our study. Accordingly, activation of complement on MO-DCs did not alter the surface 

expression of LRP (CD91) and CD206, which are known endocytic receptors for FVIII (38, 40, 

41). Of note, the C3 convertase or addition of exogenous C3b did not induce the expression of 

phosphatidylserine at the surface of MO-DCs. Whether complement activation may induce the 

rapid surface expression of yet unidentified endocytic receptor for FVIII may not be excluded 

however. 

We and others have reported earlier on the potential role of von Willebrand factor (VWF) in 

controlling the uptake of FVIII by MO-DCs (42, 43). The present work suggests that VWF does 
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not interfere with the role of complement on the immune response to FVIII. Indeed, endocytosis 

assays, that were performed in conditions were FVIII (50 nM) was in a molar excess over VWF 

(20% serum), yielded essentially similar results as T-cell activation assays, in which FVIII 

(10 nM) and VWF were incubated at a close to equimolar concentration. Furthermore, we did 

observe an effect of in vivo hCVF-mediated complement depletion on the onset of the anti-

FVIII immune response, i.e., in a context where the exogenous FVIII injected to FVIII-deficient 

mice binds almost instantaneously to the endogenous VWF. Taken together, these data suggest 

that VWF does not prevent an adjuvant role of C3 on the anti-FVIII immune response and it 

remains to be investigated whether FVIII and VWF are co-endocytosed in a context where 

activation of the complement cascade occurs. 

Taken together, our results highlight a new link between inflammation, complement and the 

anti-FVIII immune response. It is tempting to speculate that different elements of the 

complement system play complementary roles in the initiation of the anti-FVIII immune 

response. In such a model, the administered FVIII may bind to complement C3 breakdown 

fragments C3b, thus favoring its endocytosis by APCs and presentation to T cells, without 

affecting the maturation state of APCs. Conversely, C5a generation may provide the pro-

inflammatory mediators that promote the maturation of FVIII-loaded APCs, and allow naïve 

FVIII-specific T cells activation. Obviously, part of the anti-FVIII immune response may not 

depend on C3b and on activation of the complement cascade, as is suggested by the facts that 

FVIII demonstrates substantial levels of endocytosis in the absence of complement activation, 

that FVIII-deficient mice still develop anti-FVIII IgG when treated with hCVF, and that 

blocking C5aR in CFH-deficient mice does not abrogate the immune response to exogenous 

FVIII, but resumes anti-FVIII IgG levels similar to that achieved in wild-type mice. The 

question remains of the nature of the signals responsible for complement C3 activation at time 

of FVIII administration. Whether baseline levels of FVIII activation pertain in hemophilia A 
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patients, possibly as a result of the spontaneous tick-over of C3, leading to permanent C3b 

generation (44), or related to infection or uncontrolled bleeding, remains to be established. 

Future work shall decipher the respective contribution of the different pathways of complement 

activation in the inhibitory anti-FVIII immune response, as well as whether temporary C3 

depletion with hCVF is a promising therapeutic strategy to inhibit anti-FVIII antibodies 

development in hemophilia A patients.  
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Legends to Figures 

Figure 1. Complement modulates the primary immune response to therapeutic FVIII in 

vivo. Panels A and B. FVIII (1 μg/mouse) was injected intravenously to FVIII-deficient mice 6 

hours after an intraperitoneal injection of hCVF (20 μg) or PBS, once a week for 4 weeks. At 

day 28, blood was collected. Anti-FVIII IgG titers in plasma were assessed by ELISA (panel 

A, expressed in arbitrary units (A.U.) using the monoclonal mouse anti-FVIII antibody mAb6 

as a standard) and FVIII inhibitory titers by chromogenic assay (panel B, expressed in Bethesda 

units (BU) per milliliter). Results are representative of 3 independent experiments. Panel C. 

Wild-type C57Bl/6J mice were injected intraperitoneally with PBS (full circles) or hCVF (20 

µg, empty circles), and 6 hours later, with ADAMTS-13 (1 µg/mouse). The treatment was 

performed once a week for 4 weeks. At day 28, blood was collected. Anti-ADAMTS-13 IgG 

were assessed in serum by ELISA. Results are expressed in optical densities measured at 492 

nm (A.U.). Panel D. FVIII (1 μg/mouse) was injected intravenously to wild-type (WT, full 

circles) or CFH-deficient (CFH-/-, empty squares) C57Bl/6 mice, once a week for 4 weeks. 

CFH-deficient mice received either PBS or the C5a receptor antagonist PMX53 (1 mg/kg by 

intraperitoneal route, full squares) every day, for 4 weeks. Anti-FVIII IgG titers in plasma at 

day 28 were assessed by ELISA. In all panels, horizontal bars represent medians, and statistical 

differences were assessed using the double-sided nonparametric Mann-Whitney test. 

 

Figure 2. Complement depletion does not play a role in the secondary anti-FVIII immune 

response. Panel A. FVIII (1 µg/mouse) was injected intravenously to FVIII-deficient mice once 

a week for 4 weeks. Five weeks after the last injection, mice were injected intraperitoneally 

with PBS (full circles) or hCVF (20 µg, empty circles), and 6 hours later, challenged with FVIII 

(1µg/mouse). Blood was collected 0, 7 and 14 days (week 9, 10 and 11 respectively) after the 
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challenge and anti-FVIII IgG titers in plasma were assessed by ELISA. Panels B and C. IgG 

titers are expressed in arbitrary units (A.U.), using the monoclonal mouse anti-FVIII antibody 

mAb6 as a standard (panel B), or as a fold-increase change compared to titers obtained at day 

0 (panel C). 

 

Figure 3. Complement enhances FVIII endocytosis by human professional antigen-

presenting cells. FVIII (50 nM, panel A) or Dylight 633-conjugated ADAMTS-13 (50 nM, 

panel D) were incubated in 20% normal serum (NS) or in 20% heat-inactivated serum (HIS) 

for 1 hr at 37°C. Mixtures were added on 5-day-old immature MO-DCs (2.105 cells in RPMI-

1640, panels A and D), purified blood DCs (panel B) or 5-day-old MO- (panel C) for 2 hr at 

4°C or 37°C. MFI was measured by flow cytometry using a FITC-coupled anti-FVIII antibody 

in the case of FVIII, or directly in the case of labeled ADAMTS-13. MFI values measured at 

4°C were subtracted from values measured at 37°C, in order to eliminate the signal due to the 

binding of FVIII to the cell surface. Results represent the fold-change of ∆MFI37°C-4°C measured 

for each condition versus ∆MFI37°C-4°C obtained in the presence of HIS. Graphs depict 

means±SD of at least 3 independent experiments. Statistical significance was assessed using 

the double-sided nonparametric Mann-Whitney test (ns: not significant). 

 

Figure 4. Complement C3 enhances FVIII endocytosis by dendritic cells and presentation 

to CD4+ T cells. Panels A and B. FVIII (50 nM, panels A and B) was incubated for 1 hr at 37°C 

in 20% normal serum (NS), heat-inactivated serum (HIS) or C3-depleted serum (ΔC3). 

Mixtures were added on immature MO-DCs (2.105 cells in RPMI-1640) for 2 hrs at 4°C or 

37°C. FVIII was then detected with a FITC-coupled anti-FVIII antibody. MFI values measured 

at 4°C were subtracted from values measured at 37°C. Panel A depicts histograms from FVIII-
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positive cells incubated with HIS (solid line), NS (bold line) and ΔC3 (dashed line). The grey 

histogram depicts the fluorescence of cells incubated alone. Panel B depicts the fold-change of 

∆MFI37°C-4°C measured for each condition versus ∆MFI37°C-4°C obtained in the presence of HIS. 

Results are expressed as means±SD and are representative of at least 5 independent 

experiments. Panel C. Dendritic cells were differentiated from monocytes of healthy donors 

with the HLA-DRB1*0101 haplotype. Five-day-old immature MO-DCs (104 cells in X-

VIVO15) were incubated with 10 nM FVIII in the presence of 20% normal serum (NS), heat-

inactivated serum (HIS) or C3-depleted serum (ΔC3) for 2 hr at 37°C. Cells were washed and 

incubated with a FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T-cell hybridoma 

for 18 hr at 37°C. Culture supernatants were collected and analyzed for IL-2 secretion. Results 

are expressed as means±SD and are representative of at least 5 independent experiments. Panels 

D and E. FVIII (50 nM, panel D) or Dylight 633-conjugated ADAMTS-13 (50 nM, panel E) 

were incubated alone (Control), in the presence of factor B (FB, 50 µg/ml) and factor D (FD, 1 

µg/ml) with or without C3 (250 µg/ml), or in the presence of C3b (250 µg/ml) for 1 hr at 37°C. 

Samples were then incubated with 5-day-old immature MO-DCs (2.105 cells in X-VIVO15) for 

2 hr at 4°C or 37°C. MFI was measured by flow cytometry using a FITC-coupled anti-FVIII 

antibody in the case of FVIII or directly in the case of labeled ADAMTS-13. MFI values 

measured at 4°C were subtracted from values measured at 37°C. Results represent the fold-

change of ∆MFI37°C-4°C measured for each condition versus ∆MFI37°C-4°C measured with FVIII 

alone (Control). Results are expressed as means±SD and are representative of at least 5 

independent experiments. Statistical significance was assessed using the double-sided 

nonparametric Mann-Whitney test (ns: non significant). 

 

Figure 5. Complement does not induce the maturation of dendritic cells in the presence of 

FVIII in vitro. Five-day-old immature MO-DCs (2.105 cells in RPMI-1640) were cultured with 
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FVIII (35 nM) and 10% normal serum (NS), heat-inactivated serum (HIS), C3-depleted serum 

(ΔC3), or with LPS (1 µg/ml) at 37°C for 24 hr. The expression of different maturation markers 

was assessed as MFI by flow cytometry. Dead cells were excluded with a propidium iodide 

staining (5 µg/ml). Graphs depict the MFI measured for CD40 (panel A), CD83 (panel B), 

CD80 (panel C), HLA-DR (panel D) and CD86 (panel E). Means±SD are from 7 independent 

experiments. Statistical significance was assessed using the double-sided nonparametric Mann-

Whitney test (ns: non-significant). 

 

Supplementary Figure S1. Efficacy of complement depletion by hCVF in FVIII-deficient 

mice. The time-course of C3 depletion by hCVF after infusion into FVIII-deficient mice was 

measured in the plasma 3, 5 and 24 hr after hCVF injection using an ELISA.  

 

Supplementary Figure S2. Half-life of FVIII in FVIII-deficient mice upon complement 

depletion. FVIII-deficient mice were treated with PBS (full circles) or hCVF (20 µg, grey 

circle) to deplete complement. Six hours later, mice were administered with FVIII (10 nM). 

Residual FVIII antigen was measured using ELISA at different time points following FVIII 

administration (n=4-6 mice per time point). Data are plotted as a percentage of the initial FVIII 

level (measured 5 minutes after administration) versus time and represent means±SEM. 

Experimental data were fitted with the one-phase exponential decay equation (R2≥0.63). 

 

Supplementary Figure S3. Expression of endocytic receptors on MO-DCs incubated in 

normal serum. Five-day-old immature MO-DCs (2.105 cells resuspended in RPMI-1640) were 

incubated in 20% normal (NS) or heat-inactivated serum (HIS) for 1 hr at 37°C. The expression 

of LRP (CD91), MMR (CD206) and DC-SIGN (CD209) was analyzed by flow cytometry. 
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Results are means ± SD of 4 independent experiments. Statistical significance was assessed 

using the double-sided nonparametric Mann-Whitney test (ns: not significant). 

 

Supplementary Figure S4. Lack of apoptosis of MO-DCs incubated with the C3 

convertase. Panel A. Five day-old immature MO-DCs (2.105 cells in RPMI-1640) were 

incubated in 20% normal serum (NS), heat-inactivated serum (HIS) or C3-depleted serum 

(ΔC3) for 2 hr at 37°C. Panel B. MO-DCs (2.105 cells in X-VIVO15) were incubated alone 

(Control), in the presence of factor B (FB, 50 µg/ml) and factor D (FD, 1 µg/ml) with or without 

C3 (250 µg/ml), or in the presence of C3b (250 µg/ml) for 2 hr at 37°C. Cells were stained for 

phosphatidylserine surface expression using APC-labeled annexin-V, following the 

manufacturer’s recommendations.  
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2. Le composant C1q du complément favorise l’internalisation et la 

présentation antigénique du FVIII par des cellules dendritiques in vitro 

Après avoir déterminé que l’activation du complément et les fragments d’activation du 

complément étaient impliqués dans la mise en place de la réponse immunitaire dirigée contre 

le FVIII, je me suis demandé si d’autres molécules du complément pouvaient également y 

participer. Je me suis intéressé en particulier au composant C1q du complément : le C1q, 

molécule initiatrice de la voie classique du complément, participe à la reconnaissance des agents 

pathogènes et des cellules apoptotiques et favorise leur internalisation par les phagocytes 

(Gaboriaud et al., 2012; Trouw et al., 2008). Outre ses fonctions d’activation du complément, 

le C1q présente aussi des propriétés immuno-régulatrices. Ainsi est-il également capable de 

réguler ou de potentialiser l’état d’activation des CPA. Partant de ces faits, j’ai étudié le rôle 

potentiel du C1q sur l’endocytose du FVIII par des CPA in vitro.  

Dans un premier temps, par enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), j’ai mis en évidence 

une interaction entre le FVIII et le C1q. Ensuite, en utilisant des MO-DCs comme modèle de 

CPA, j’ai montré que l’incubation des MO-DCs avec du FVIII et des doses croissantes de C1q 

augmentait la quantité de FVIII internalisée. Cette augmentation de l’endocytose du FVIII était 

corrélée à une augmentation de la présentation de peptides dérivés du FVIII à des lymphocytes 

T CD4+ spécifiques du FVIII.  

Les résultats obtenus dans cette étude ont permis de trouver un nouveau ligand du FVIII, 

capable de potentialiser sa capture par des CPA in vitro. Le mécanisme moléculaire d’entrée 

du FVIII en présence du C1q reste à découvrir. Il n’est ainsi pas exclu que le complexe 

FVIII/C1q puisse interagir avec un récepteur du C1q exprimé à la surface des CPA. Enfin, le 

C1q est connu pour orienter les fonctions des cellules dendritiques. Il serait intéressant de 

déterminer s’il favorise l’induction de tolérance ou, au contraire, s’il potentialise la réponse 

immunitaire envers le FVIII thérapeutique. 
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The treatment of patients with severe hemophilia A using exogenous factor VIII (FVIII) is 

associated, in up to 30% of the cases, with the occurrence of inhibitory anti-FVIII antibodies.1 

The nature of the CD4+ T lymphocytes and B lymphocytes implicated in the effector phase of 

the anti-FVIII immune response, as well as the properties of the inhibitory anti-FVIII IgG have 

been well documented. In contrast, the mechanisms underlying the initial steps of the immune 

response remain poorly understood.2 The endocytosis of FVIII by model professional antigen-

presenting cells (APCs) has been thoroughly studied allowing identification of key residues of 

FVIII involved in the internalization process.3–5 However, all studies were performed in serum-

free medium or in the presence of heat-inactivated serum, thus leaving aside a potential role 

played by the complement system, which has been shown to have important function both in 

innate and adaptive immune responses.  

The complement molecule C1q constitutes one of the first recognition units of the complement 

system. Upon recognition of various ligands such as microbial surfaces, apoptotic cells or 

immunoglobulins,6 C1q induces complement activation by the classical pathway and enhances 

phagocytosis by the reticulo-endothelial system.7 C1q also participates in the onset of primary 

immune responses and modulates the phenotype of APCs.8,9 Based on these evidences, we 

assessed the role of C1q in the endocytosis of FVIII by human monocyte-derived dendritic cells 

(MO-DCs) and the subsequent presentation to FVIII-specific CD4+ T cells.  

We first investigated the binding of C1q to FVIII by ELISA. Human recombinant FVIII 

(Helixate® NexGen, Marburg, Germany), as well as activated factor VII (FVIIa, NovoSeven®, 

Novo Nordisk, La Défense, France) and human serum albumin (HSA, Laboratoire français du 

fractionnement et des biotechnologies, Les Ulis, France), used as control antigens, were 

immobilized on ELISA plates (Maxisorp, Nunc, Roskild, Denmark) at 20 nM in 0.1 M sodium 

bicarbonate buffer, pH 9.4, 1 hr at 37°C. After blocking with TBS-5% BSA, C1q was incubated 

for 1 hr at 37°C. Bound C1q was revealed using a sheep polyclonal anti-human C1q coupled to 
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horseradish peroxidase (Abcam, Cambridge, United Kingdom) and the ortho-phenylene 

diamine substrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). C1q bound to immobilized FVIII in 

a dose-dependent manner, but not to FVIIa or HSA (Fig. 1A). Pre-incubation of C1q with 

soluble FVIII prevented in a dose-dependent manner the binding of C1q to immobilized FVIII 

(Fig. 1B), suggesting that C1q is able to interact with FVIII in solution.  

In order to assess the involvement of C1q in FVIII capture by APCs, we derived 5 day-old 

immature dendritic cells from monocytes of healthy blood donors (Ethical committee 

permission obtained for the use of buffy bags) in the presence of GM-CSF (1000 IU/106 cells) 

and IL-4 (500 IU/106 cells) (Miltenyi Biotec) for 5 days. The immature status was confirmed 

by flow cytometry with a CD1a, CD14, CD80, CD86, CD83, CD40 and HLA-DR staining (not 

shown). Co-incubation of FVIII (50 nM) and MO-DCs (2.105 cells/100 μl) with C1q enhanced 

FVIII uptake from 100% in the absence of C1q to 337±174 % (mean±SD) at a 10-fold molar 

excess of C1q (Fig. 1C). We then determined whether the increase in FVIII endocytosis in the 

presence of C1q was correlated to an increased FVIII presentation to a HLA-DRB1*0101-

restricted mouse CD4+ T-cell hybridoma specific for the T2012-T2023 epitope of human FVIII 

(data not shown). MO-DCs (104 cells/100µl) from healthy donors with the DRB1*0101 

haplotype were incubated with FVIII (10 nM) and increasing concentrations of C1q, and co-

cultured with the CD4+ T-cell hybridoma (105 cells). Levels of secreted interleukin-2 (IL-2) 

(OptEIA™ mouse IL-2 ELISA, BD Biosciences) were used as marker of T-cell activation. In 

agreement with endocytosis data, IL-2 secretion increased from 126.4±62.7 pg/ml (mean±SD) 

in the absence of C1q to 462.4±80.1 pg/ml with a 10-fold molar excess of C1q (Fig. 1D). Of 

note, T cells incubated with MO-DCs and C1q alone did not secrete detectable levels of IL-2.  

Taken together, the data give novel insights on the capture of FVIII by APCs. We have 

previously found that complement activation and complement C3-derived fragment potentiate 

FVIII internalization by dendritic cells (Rayes et al., in preparation). Our results identify C1q 
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as a novel binding partner for FVIII that may constitute a new pathway for FVIII endocytosis. 

The molecular mechanisms underlying the uptake of FVIII by dendritic cells remain to be 

deciphered. We found that, in vitro, C1q interacts with immobilized FVIII as well as FVIII in 

fluid phase. APCs express several receptors for C1q (C1qR),10 that are implicated in pathogen 

uptake. One may hypothesize that C1q binds FVIII in the blood facilitating FVIII uptake by 

C1q receptors. Alternatively, C1q may interact with FVIII that is already bound at the cell 

surface, thereby facilitating the internalization process in a C1qR-dependent or independent 

manner. The role of C1q on FVIII uptake is in accordance with previous studies demonstrating 

that the opsonisation of apoptotic cells by C1q targets them to APCs for clearance.11 In our 

case, however, the internalization of FVIII did not lead to the mere catabolism of FVIII but to 

its processing and presentation of FVIII-derived peptides on MHCII molecules to CD4+ T cells.  

Recent evidence suggest the capacity of dendritic cells from previously treated patients with 

severe hemophilia and without inhibitors to activate intracellular indoleamine 2,3-dioxygenase 

1 (IDO1)-dependent regulatory mechanisms;12 in contrast, dendritic cells from inhibitor-

positive patients are not able to induce the IDO1 signaling pathway. The triggering of a 

regulatory phenotype of dendritic cells by C1q has been investigated in several studies with 

opposite conclusions. Teh et al. reported reduced pro-inflammatory cytokine production, 

increased interleukin-10 release and decreased number of Th1 and Th17 T cells by C1q-

stimulated human monocyte-derived dendritic cells.13 Conversely, immobilized C1q was found 

to activate dendritic cells in a lipopolysaccharide-like manner and to induce pro-Th1 interferon-

γ production by co-cultured allogeneic CD4+ T cells.14 Besides, dendritic cells from C1q-

deficient mice present with impaired capacity to sustain the polarization of T cells towards the 

Th1 phenotype as compared to wild-type mice.15 C1q thus displays a dual role that can dampen 

or enhance immune responses. Additional work is required to delineate whether the 
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involvement of C1q in FVIII uptake favors tolerance to FVIII or plays an adjuvant role on the 

anti-FVIII immune response. 
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Legends 

Figure 1. Complement C1q interacts with FVIII and enhances its uptake by dendritic 

cells. Panel A. C1q was incubated with immobilized FVIII, FVIIa and HSA (20 nM) for 1 hr at 

37°C. Bound C1q was revealed with polyclonal anti-C1q HRP antibody and substrate. Panel B. 

C1q (25 nM) was pre-incubated with varying concentrations of FVIII for 1 hr at 37°C, prior to 

incubation on FVIII-coated ELISA plates. The residual C1q binding was assessed using 

polyclonal anti-C1q HRP antibody and substrate. Data depict means±SD, expressed in arbitrary 

units of optical density measured at 492 nm, and are representative of at least 3 independent 

experiments. Panel C. FVIII (50 nM) was incubated for 1 hr at 37°C with increasing molar ratio 

of C1q. Mixtures were added on immature MO-DCs (2.105 cells in X-VIVO15) for 2 hrs at 4°C 

or 37°C. FVIII was detected after fixing with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich), 

permeabilization using 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) and staining with a FITC-conjugated 

monoclonal mouse anti-human FVIII IgG (77IP52H7, LFB, Les Ulis). Cells were analyzed by 

flow cytometry and data were computed using the BD FACS Diva software (6.1 version, BD 

Biosciences). MFI values measured at 4°C were subtracted from values measured at 37°C. 

Results are depicted as percentages of median fluorescence intensities (MFI), whereby 100% 

corresponds to the MFI obtained in the absence of C1q. Results are expressed as means±SD 

and are representative of at least 3 independent experiments. Panel D. Five-day-old immature 

dendritic cells (104 cells in 100 µl X-VIVO15) differentiated from monocytes of healthy donors 

with the HLA-DRB1*0101 haplotype were incubated in the presence of increasing 

concentrations of C1q with or without 10 nM of FVIII for 2 hr at 37°C. After washing, MO-

DCS were then incubated with a FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T-

cell hybridoma (105 cells) for 18 hr at 37°C. Culture supernatants were collected and analyzed 

for IL-2 secretion. Results are expressed as means±SD and are representative of at least 3 

independent experiments. Controls included T cells incubated alone, or incubated with MO-
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DCs in the presence of concanavalin A (2 μg/ml, Sigma-Diagnostics, MO, USA) or in the 

absence of FVIII (data not shown). 
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3. Les domaines C1 et C2 du facteur VIII sont importants pour son 

endocytose par les cellules dendritiques 

Les mécanismes d’entrée du FVIII dans les CPA font à l'heure actuelle l’objet de nombreuses 

investigations. Si des études se sont attachées à identifier les récepteurs potentiels impliqués 

dans la reconnaissance du FVIII et son internalisation (Dasgupta et al., 2007a; Navarrete et al., 

2010), des études en parallèle se sont intéressées aux domaines du FVIII et aux acides aminés 

engagés dans l'interaction avec les cellules. Ainsi, Herczenik et al. ont-ils récemment montré le 

rôle important du domaine C1 du FVIII pour son internalisation par des cellules dendritiques 

in vitro et pour son immunogénicité in vivo (Herczenik et al., 2012a). Par la suite, Wroblewska 

et al. ont déterminé par mutagenèse dirigée les acides aminés du domaine C1 participant à cette 

interaction (Wroblewska et al., 2012). Le domaine C2 du FVIII présente de fortes homologies 

de structure avec le domaine C1 ainsi des propriétés biochimiques similaires. Dans cette étude, 

je me suis intéressé au potentiel rôle du domaine C2 dans la réponse immunitaire dirigée contre 

le FVIII, et plus spécifiquement dans l’endocytose du FVIII par les CPA.  

Le masquage du domaine C2 du FVIII à l’aide d’un anticorps monoclonal (BO2C11) réduisait 

drastiquement l’endocytose du FVIII par des MO-DCs et sa présentation antigénique in vitro. 

La réduction était spécifique de l’épitope du domaine C2 ciblé par BO2C11. In vivo, 

l’administration de FVIII complexé à BO2C11 chez des souris déficientes en FVIII diminuait 

fortement le taux d’anticorps inhibiteurs anti-FVIII. Par mutagenèse dirigée, j’ai généré des 

FVIII mutés dans le domaine C2 et incapables de se lier à BO2C11. Mes résultats montrent in 

vitro que l’arginine en position 2215 est impliquée dans l’internalisation du FVIII par les 

cellules dendritiques. Ces données confortent le rôle du domaine C2 dans l’endocytose du 

FVIII. Au vu des résultats publiés, les résultats laissent imaginer un effet synergique entre les 

domaines C1 et C2 pour la reconnaissance du FVIII par les CPA in vitro. Toutefois 

l’introduction des mutations dans le domaine C2, mais également de manière surprenante dans 

le domaine C1, n’altérait pas l’immunogénicité du FVIII chez les souris déficientes en FVIII. 

Etant donné que la fixation de BO2C11 au FVIII bloque sa capacité à interagir avec le vWF, sa 

protéine chaperonne en circulation, j’ai cherché à savoir si la réduction de la réponse 

immunitaire anti-FVIII par BO2C11 était liée à une clairance accrue du FVIII. In vivo, 

l’immunogénicité du FVIII en présence de BO2C11 n’était pas modifiée par sa capacité à lier 

ou non le vWF. Enfin, en testant les mutants du domaine C2 et du domaine C1 du FVIII chez 

des souris déficientes à la fois en FVIII et en vWF, j’ai observé une diminution significative de 
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la réponse immunitaire dirigée contre le mutant du domaine C1. Toutefois, cela n’était pas le 

cas avec le mutant du domaine C2. 

Mes résultats montrent donc que le domaine C2 du FVIII, à l’instar du domaine C1, est impliqué 

dans l’endocytose du FVIII menant à son apprêtement et sa présentation aux lymphocytes T 

CD4+. La contribution respective des deux domaines dans la capture du FVIII par les CPA reste 

encore à élucider : ont-ils un rôle redondant ? Synergique ? Modifier certains résidus basiques 

du domaine C2 a permis d’altérer l’endocytose du FVIII in vitro mais n’a modifié en rien son 

immunogénicité in vivo. Il est possible que des expériences supplémentaires de mutagenèse 

dirigée, ciblant notamment des résidus hydrophobes, apportent plus de précision quant à 

l’implication du domaine C2 dans la capture du FVIII in vivo. Alors qu’un rôle protecteur du 

vWF exogène dans la réponse immunitaire anti-FVIII a été proposé, mes résultats montrent que 

la présence de vWF endogène ne modifie en rien l’immunogénicité du FVIII exogène in vivo. 

Enfin, la présence de vWF in vivo masque l’effet protecteur des mutations des domaines C. 

Une partie des résultats présentés dans l’étude actuelle a fait l’objet d’une précédente 

soutenance de thèse (Bagirath Gangadharan. Structural and functional aspects of factor VIII in 

the initiation of the anti-factor VIII immune response. Immunology. Université Pierre et Marie 

Curie - Paris VI, 2014. English.). 
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Abstract 

The development of inhibitory antibodies to therapeutic FVIII is the major complication of replacement 

therapy in patients with hemophilia A. The first step in the initiation of the anti-FVIII immune response 

is FVIII interaction with receptor(s) on antigen-presenting cells followed by endocytosis and 

presentation to naïve CD4+ T cells. Recent studies indicate a role for the C1 domain in FVIII uptake. 

We investigated whether charged residues in the C2 domain participate in immunogenic FVIII uptake. 

Co-incubation of FVIII with BO2C11, a monoclonal C2-specific IgG, reduced FVIII endocytosis by 

dendritic cells and presentation to CD4+ T cells, and diminished FVIII immunogenicity in FVIII-

deficient mice. Mutation of basic residues within the BO2C11 epitope of C2 replicated reduced in vitro 

immunogenic uptake, but failed to prevent FVIII immunogenicity in mice. BO2C11 prevents FVIII 

binding to VWF, thus potentially biasing FVIII immunogenicity by perturbing its half-life. Interestingly, 

a FVIIIY1680C mutant, that is unable to bind VWF, demonstrated unaltered endocytosis by dendritic cells 

as well as immunogenicity in FVIII-deficient mice. Co-incubation of FVIIIY1680C with BO2C11 however 

resulted in decreased FVIII immunogenicity in vivo. Besides, a previously described triple C1 mutant 

showed decreased uptake in vitro, and reduced immunogenicity in vivo, but only in the absence of 

endogenous VWF. Taken together, the results indicate that residues in the C1 and/or C2 domains of 

FVIII are implicated in immunogenic FVIII uptake, at least in vitro. Conversely, in vivo, the binding to 

endogenous VWF masks the reducing effect of mutations in the C domains on FVIII immunogenicity.  

 

Keywords: Hemophilia A, factor VIII, FVIII inhibitors, FVIII endocytosis, immunogenicity of protein 

therapeutics 
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Introduction 

Hemophilia A is a monogenic disorder associated with mutations causing reductions in functional levels 

of coagulation factor VIII (FVIII). FVIII consists of a heavy chain (A1-a1-A2-a2-B domain) and a light 

chain (a3-A3-C1-C2) held together by non-covalent interactions (1). It rapidly associates with von 

Willebrand factor (VWF) in blood and this interaction is necessary for maintaining its circulatory half-

life (2). Current treatment for FVIII deficiency requires prophylactic infusions of plasma-derived or 

recombinant FVIII. However, up to 30% of patients with severe hemophilia A develop an anti-FVIII 

immune response rendering treatment ineffective (3). Development of anti-FVIII antibody responses is 

dependent on T helper cells, requiring antigen uptake and presentation by antigen-presenting cells 

(APCs) (4). Hence, understanding the initial steps involved in FVIII capture by APCs may provide novel 

strategies to prevent the onset of immune responses.  

Several groups including ours have investigated the endocytic pathways involved in FVIII uptake. 

Candidate receptors such as macrophage mannose receptor (MMR, CD206), low-density lipoprotein 

receptor-related protein (LRP, CD91), or other receptor-associated protein (RAP)-sensitive receptors 

have been proposed (5–10). Equally, the nature of the residues within FVIII domain(s) that contribute 

to these interactions is also an area of active investigation. Albeit these efforts, the in vivo relevance of 

these receptors and the nature of the FVIII residues involved in FVIII uptake remains unclear. Recently, 

Herczenik et al. (10) demonstrated that KM33, a mouse C1 domain-specific monoclonal IgG, inhibits 

FVIII endocytosis by monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) or mouse bone marrow-derived 

dendritic cells (BMDCs). KM33 engages K2092, F2093 and R2090 residues, involved in the 

interactions with phospholipid membrane surfaces (11). Additionally, KM33 inhibits interactions of the 

C1 domain with membrane surfaces, VWF and LRP (12). FVIII uptake by LRP in MoDCs, used as 

model APCs, has been ruled out (8), while a role for CD206 has been controversially documented (7, 9, 

10). This suggests that FVIII uptake by APCs may involve other endocytic receptor(s). Importantly, 

FVIII mutants containing alanine substitutions of the K2092, F2093 and R2090 C1 residues exhibit 

diminished uptake in vitro and transiently reduced immunogenicity in a mouse model of severe 

hemophilia A (11). Together, these results point to the significance of membrane-binding residues 
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within the C1 domain for FVIII uptake both in vitro and in vivo. Similar to the C1 domain, the C2 

domain of FVIII interacts with phospholipid membrane surface, a binding that involves several basic 

residues (13).  

In this study, we investigated whether membrane-interacting residues within the C2 domain of FVIII 

are involved in FVIII uptake. We first show that BO2C11, a well-characterized human monoclonal IgG 

that engages membrane-binding residues in the C2 domain (14), inhibits FVIII uptake and presentation 

in vitro, and reduces FVIII immunogenicity in vivo. We also demonstrate that this reduced 

immunogenicity is independent of FVIII ability to interact with endogenous VWF. Additionally, by site-

directed mutagenesis, we demonstrate that R2215 residue, which is part of the BO2C11 epitope, is 

implicated in the cellular uptake of FVIII by APCs in vitro. Together with the published data, our results 

suggest a potential synergy between membrane-binding residues in both the C1 and C2 domains of 

FVIII in mediating FVIII recognition or uptake by APCs in vitro. Furthermore, we also demonstrate that 

FVIII C domain mutations exhibit diminished immunogenicity in vivo only in the absence of 

endogenous VWF. 
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Material and Methods 

Antibodies. The monoclonal mouse anti-FVIII (mAb6), the human anti-A2 (BO2BII) and anti-C2 

(BO2C11) domain antibodies were a kind gift from Drs JM Saint-Remy and M Jacquemin, KUL, 

Leuven, Belgium). The monoclonal mouse anti-C1 (KM33) was a gift from Dr J Voorberg (Sanquin, 

Amsterdam, The Netherlands). The anti-A2 domain (GMA-8015) and anti-C2 domain (ESH8) mouse 

monoclonal antibodies were purchased from Green Mountain Antibodies (Burlington, VT, USA) and 

Sekisui Diagnostics (Kings Hill, United Kingdom), respectively. Biotin-labelled GMA-8015 was 

prepared upon incubation with a 20-fold molar excess of EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo 

Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) for 30 min at room temperature, and removal of excess biotin 

by diafiltration using 30 kDa Amicon Ultra-15 centrifugal filter units (Merck Millipore, Saint-Quentin-

en-Yvelines, France). BO2C11 Fab or F(ab’)2 fragments were generated by papain or pepsin digestion 

following manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). 

Production and purification of wild-type and mutated FVIII. cDNAs encoding human B domain-

deleted FVIII, containing a 14-amino acid segment, SFSQNPPVLKRHQR, in place of the B domain in 

a mammalian expression plasmid designated ReNeo with a geneticin resistance has been described 

previously (15). Wild-type FVIII ReNeo was used as a template to produce cDNAs encoding R2215A, 

R2220A, R2215A-R2220A, R2090A-K2092A-F2093A and Y1680C FVIII by splicing-by-overlap 

extension mutagenesis as described in Supplemental methods. Presence of the mutations was confirmed 

by standard sequencing analysis. Stable expression, purification, and characterization of wild-type and 

mutated FVIII from baby hamster kidney-derived cells were performed as described in Supplemental 

Methods. The concentration of purified wild-type and mutated FVIII was calculated by absorbance at 

280 nm using a molar extinction coefficient of 256,300 M-1cm-1 and a molecular weight of 165,300 Da. 

Specific activities were estimated in a one-stage clotting assay and ranged between 5000-9000 IU/mg. 

In parallel, the ability of the different FVIII molecules to generate activated factor X was assessed in a 

chromogenic assay, following the manufacturer's recommendations (Siemens Healthcare Diagnostics, 

Marburg, Germany). The reaction was stopped at 10 min using 20% acetic acid and the absorbance 

measured at 405 nm.  
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Validation of wild-type and mutated FVIII. Ninety-six-well ELISA plates (Maxisorp, Nunc, 

Roskilde, Denmark) were coated with human plasma-derived VWF (Wilfactin, LFB, Les Ulis, France), 

BO2C11, BO2BII, ESH8 or KM33 at 1 µg/ml in bicarbonate buffer, pH 9.5 for 1 hr at 37°C. Wells were 

blocked with 20 mM HEPES, 0.15 M NaCl, 0.05% Tween 20 and 5% bovine serum albumin (BSA), 

pH 7.4. Wild-type and mutated FVIII were then diluted in blocking buffer and incubated in the coated 

wells for 1 hr at 37°C. Bound FVIII was revealed using biotinylated GMA-8015 (1 µg/ml), followed by 

streptavidin coupled to horseradish peroxidase (R&D systems, Lille, France) and the o-

Phenylenediamine Dihydrochloride substrate (OPD, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). 

Absorbance was read at 492 nm. 

Generation of immature human monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) and mouse bone 

marrow-derived dendritic cells (BMDCs). Monocytes were isolated from the blood of healthy donors 

using anti-CD14+ magnetic microbeads (Miltenyi Biotec, Paris, France). Ethical committee permission 

was obtained for the use of buffy bags from healthy donors. Monocytes (0.5.106 cells/ml) were harvested 

in RPMI-1640 (Lonza, Verviers, Belgium) with 10% fetal calf serum (Life Technologies, Saint-Aubin, 

France), supplemented with GM-CSF (1000 IU/106 cells) and IL-4 (500 IU/106 cells) (Miltenyi Biotec) 

for 5 days to generate immature MO-DCs. After 5 days, MoDCs differentiation efficacy was assessed 

by flow cytometry using a CD14 staining (M5E2 clone, BD Pharmingen, San Jose, CA, USA). 

Acquisition was performed on a LSR II cytometer with FACSDiva software (version 6.1, BD 

Biosciences, Le Pont au Claix, France). Murine BMDCs were generated as described previously (16). 

Briefly, bone marrow cells were extracted from FVIII knock-out exon 16 C57bl/6 mice and cultured in 

Petri dishes (2.106 cells/10 ml/plate) for 10 days in RPMI-1640 supplemented with 10% fetal calf serum, 

50 mM 2-mercaptoethanol and 200 U/ml murine recombinant GM-CSF (Cellgenix Technology 

Transfer, Freiburg, Germany). Supplemented medium was replaced at day 3, 6 and 8.  

In vitro FVIII uptake by immature MoDCs and BMDCs. FVIII (20 nM) was pre-incubated with 

equimolar concentrations of ESH8, BO2C11 or with a 2 molar excess BO2C11 Fab fragments for 30 

min at 37°C. Samples were then incubated with 5 days-old immature MoDCs/or 9 days-old immature 

BMDCs (0.2.106 cells/100 μl) in Iscove's Modified Dulbecco's Medium for 30 min at 37°C or 4°C. Cells 
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were washed with ice-cold phosphate buffer saline and fixed with BD Cytofix Fixation buffer (BD 

Biosciences) for 20 min at 4°C. Cells were then permeabilized for 30 min at room temperature with 

permeabilization buffer (eBiosciences) and FVIII stained using biotinylated GMA-8015 (2 µg/ml), 

followed by streptavidin-PE (1 µg/ml, BD Biosciences) for 30 min at room temperature. Cells were 

analyzed by flow cytometry. The uptake was quantified as the difference in median fluorescence 

intensities between 37°C and 4°C (ΔMFI37°C-4°C) to exclude the signal generated by the binding of FVIII 

to the cells surface. 

In vitro activation of a FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T cell hybridoma. 

Activation of the HLA-DRB1*0101-restricted mouse CD4+ T cell hybridoma specific for human FVIII 

(1G8-A2), was assessed as previously described (17). FVIII (10 nM) pre-incubated or not with 2 molar 

excess of BO2C11 was incubated with 10,000 MoDCs/BMDCs and co-cultured with 100,000 T cells in 

X-VIVO 15 medium (Life Technologies) for 18 hr at 37°C. Controls included T cells incubated alone, 

or incubated with MoDCs/BMDCs in the presence of concanavalin A (2 μg/ml, Sigma-Aldrich) or in 

the absence of FVIII. Levels of interleukine-2 secreted in the supernatant by T cells were assessed using 

BD OptEIA™ mouse IL-2 ELISA set, following the manufacturer's recommendations (BD 

Biosciences).  

Animals and administration of FVIII. Eight to 12 week-old FVIII exon 16-knock out C57bl/6 mice 

and VWF/FVIII exon 16-double knock out C57bl/6 mice were from Pr. H.H. Kazazian (University of 

Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia, PA, USA) and Dr. C Denis (INSERM U770, Le 

Kremlin-Bicêtre, France), respectively. Mice were injected intravenously once a week for 4 weeks with 

either i) full length FVIII (0.2 µg) preincubated with equimolar amounts of F(ab’)2 fragments of an IgG4 

isotype control or BO2C11, ii) B domain-deleted FVIIIY1680C (0.4 µg) alone or pre-incubated with Fab 

fragments of BO2C11, or iii) B domain-deleted FVIIIHSQ, FVIIIC1 or FVIIIR2215-20A (0.5 or 1 µg). Blood 

was collected on heparinized capillaries by retro-orbital bleeding 4 days after the 4th administration of 

FVIII. Plasma was collected and kept at -80°C until use. Mice were handled in agreement with French 

ethical authorities (authorization #23BA53). 
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Titration of anti-FVIII IgG and FVIII inhibitors. ELISA plates were coated with FVIII (1 μg/ml, 

Recombinate®, Baxter, Maurepas, France) overnight at 4°C. After blocking with PBS, 1% BSA, mouse 

plasma was incubated for 1 hr at 37°C. Bound IgG were revealed using a horseradish peroxidase-coupled 

polyclonal goat anti-mouse IgG antibody (Southern Biotech, Anaheim, CA, USA) and the OPD. 

Absorbance was read at 492 nm. The monoclonal mouse anti-human FVIII IgG mAb6 was used as a 

standard. Inhibitory titers were measured by incubating heat-inactivated mouse plasma with human 

standard plasma (Siemens Healthcare Diagnostics) for 2 hr at 37°C. The residual FVIII pro-coagulant 

activity was measured using a chromogenic assay, as explained above. Results are expressed in Bethesda 

units (BU)/ml that correspond to the reciprocal dilution of the mouse plasma that yielded 50% residual 

FVIII activity. 

In vivo clearance of wild-type and mutated FVIII. FVIII-knock out exon 16 mice were injected 

intravenously with wild-type and mutated FVIII (10 nM in 100 μl). Blood was collected in 0.129 M 

sodium citrate at different time points after FVIII administration. FVIII levels in mouse plasma was 

determined in a chromogenic assay. Data are plotted as a percentage of the initial FVIII level, measured 

5 minutes after FVIII infusion, versus time (mean±SEM). Experimental data was fitted with a one-phase 

exponential decay equation using GraphPad Prism software (version 6.01).  
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Results 

FVIII bound to BO2C11 induces diminished immune responses in vivo 

We first evaluated whether BO2C11, a human C2-specific anti-FVIII IgG, inhibits FVIII uptake by 

MoDCs or BMDCs in vitro. We hypothesized that the uptake is restricted within the BO2C11 binding 

region (14) and thus, as a control, employed another C2-specific antibody ESH8. ESH8 does not 

compete for BO2C11 epitope and, unlike BO2C11, does not inhibit FVIII binding to VWF or 

phosphatidylserine (PS) membrane surfaces (18). We incubated 20 nM FVIII or FVIII pre-incubated 

with equimolar concentrations of anti-C2 antibodies prior to incubation with MoDCs or BMDCs. 

Additionally, we evaluated the inhibition by pre-incubating with a 2-fold molar excess of the Fab 

fragments of BO2C11. Following the addition of BO2C11 or the corresponding Fab fragments, we 

observed over 70% reduction in FVIII internalization by MoDCs (Fig. 1A) and about 30% reduction in 

the case of BMDCs (Supplementary Fig. 1A). Addition of ESH8 did not reduce FVIII uptake by 

MoDCs. Similarly, BO2C11 or Fab of BO2C11 inhibited FVIII presentation to an HLA-DR1-restricted 

CD4+ T-cell hybridoma by more than 80% in the case of both MoDCs (Fig. 1B) and splenocytes purified 

from HLA-DR1 Tg SURE-L1 mice (Supplementary Fig. 1B), used as sources of APCs. Together, our 

results implicate a role for C2 membrane-binding residues in FVIII uptake by APCs. We next 

investigated the effect of BO2C11 on FVIII immunogenicity in vivo. We administered FVIII pre-

incubated with F(ab’)2 of an isotype control or of BO2C11 for four weeks at weekly intervals. After 4 

weeks, BO2C11-bound FVIII exhibited diminished immunogenicity compared to the isotype control-

treated mice (Fig. 1C).  

 

Characterization of FVIII variants mutated in the BO2C11 epitope 

We generated FVIII variants wherein the two arginine residues located at position 2215 and 2220 that 

belong to the BO2C11 epitope, are mutated to alanine residues. The purified FVIII mutants exhibited 

specific activities between 4800-8000 IU/mg (Fig. 2A) similar to that of non-mutated FVIII (FVIIIHSQ). 

Substitutions at R2215 or R2220 did not alter binding to VWF (Fig. 2B), but resulted in diminished 
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binding to BO2C11 (Fig. 2C). Substitution at R2220 resulted in a near complete inhibition of FVIII 

interaction with BO2C11 (Fig. 2C). Double mutation of these residues (FVIIIR2215-20A) provided little 

additional benefit, confirming that R2220 contributes to most of the binding to BO2C11. Importantly, 

these FVIII variants retained binding to antibodies targeting other domains of FVIII. In particular, the 

mutations did not have significant effects on the ability of FVIII to interact with ESH8 (mouse anti-C2 

IgG), BO2BII (human anti-A2 IgG) or KM33 (mouse anti-C1 IgG, Fig 2D-F). Recently, the three 

residues R2090A/F2092A/K2093A in the FVIII C1 domain that belong to the KM33 epitope, were 

implicated in FVIII uptake (11). Hence, as a control, we generated the R2090A/F2092A/K2093A FVIII 

mutant, referred to as “FVIIIC1”. As expected, FVIIIC1 showed drastically reduced binding to KM33 

(Fig. 2F), but preserved binding to VWF, BO2C11 and ESH8 (Fig 2C-D).  

 

C2 domain residues are implicated in FVIII uptake by APCs 

We next evaluated the role of C2 residues in FVIII uptake and presentation. Human MoDCs and murine 

BMDCs were incubated with 20 nM FVIII, fixed, permeabilized and FVIII was revealed with the anti-

A2 antibody GMA-8015. FVIII uptake was significantly reduced for FVIIIR2215A and FVIIIR2215-20A (Fig 

3A and 3C). We confirmed our observation in an antigen presentation assay to an HLA-DR1-restricted 

CD4+ T-cell hybridoma using MoDCs derived from a HLA-DR1 donor, and using splenocytes from 

HLA-DR1 transgenic SURE-L1 mice (Fig 3B and 3D). Importantly, the epitope of CD4+ T-cell 

hybridoma is located in the 2004-2031 amino acid-stretch of C1 (data not shown). We observed a 

significant decrease in FVIII presentation by human and mouse DCs as measured by reduced IL-2 

secretion in the case of both FVIIIR2215A and FVIIIR2215A-R20A. Our present data indicate that the C2 

domain participates in FVIII uptake and involves at least R2215.  

To further evaluate the importance of the C2 mutants in in vivo immunogenic uptake, we compared the 

immunogenicity of the different FVIII variants in FVIII-deficient mice. Cage-matched siblings were 

administered intravenously 4 times weekly with 1 μg of FVIIIHSQ, FVIIIR2215-20A or FVIIIC1, used as a 

control. In contrast to previous reports (11), FVIII-deficient mice generated a strong antibody response 
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not only to FVIIIHSQ but also to FVIIIC1 (Fig 5A). Besides, FVIIIR2215-20A also presented with the same 

immunogenicity as FVIIIHSQ. The data suggest that mutating residues in the C1 and C2 domains of 

FVIII, at least in our hands, has no effect on FVIII immunogenicity in FVIII-deficient mice in vivo.  

 

The immunogenicity of FVIII is independent from its ability to interact with endogenous VWF 

Because BO2C11 inhibits FVIII interaction with VWF, we investigated the possibility that FVIII 

immunogenicity in the presence of BO2C11 (Fig. 1C) was diminished due to its faster clearance. To 

address this potential bias, we generated a FVIII variant, FVIIIY1680C, which cannot associate with VWF. 

Specific activities of FVIIIHSQ and FVIIIY1680C were similar as assessed by one-stage and chromogenic 

assay (7300±165 and 6300±185 IU/mg, respectively, mean±SD). FVIIIY1680C exhibited a significant 

reduction in its ability to interact with VWF by ELISA (Fig. 4A). Accordingly, FVIIIY1680C exhibited 

rapid clearance in FVIII-deficient mice with a t1/2 of approx. 20 min (Fig. 4B). We also confirmed that 

the Y1680C mutation does not alter in vitro endocytosis by MoDCs (Fig. 4C). Next, we performed 

comparative immunogenicity studies of FVIIIHSQ and FVIIIY1680C using FVIII-deficient mice. 

Remarkably, FVIIIY1680C was as immunogenic as FVIIIHSQ (Fig. 4D). The inhibitor titers were also not 

significantly different (Fig. 4E). Besides, the immunogenicity of FVIIIY1680C in FVIII-deficient mice was 

similar to that of FVIIIHSQ in double FVIII/VWF-deficient mice (data not shown).  

 

C domain mutations exhibit reduced immunogenicity only in the absence of VWF 

Having demonstrated that FVIII ability to interact with endogenous VWF does not modulate the 

magnitude of the anti-FVIII immune response, we investigated the immune-protective effect of BO2C11 

using FVIIIY1680C. FVIIIY1680C alone or pre-incubated with a 2 molar excess of BO2C11 Fab fragments 

was administered to FVIII-deficient mice at weekly intervals for four weeks. Five days after the last 

FVIII administration, the anti-FVIII immune response was measured. We observed a significant 

reduction both in the anti-FVIII antibody response (Fig. 5A) and FVIII-specific T-cell proliferation 

(Supplementary Fig. 2) when FVIIIY1680C was pre-incubated with BO2C11 Fab fragments. In contrast, 
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the immunogenicity of FVIIIR2215-20A in double FVIII/VWF-deficient mice (1300±303 µg/ml, 90±17 

BU/ml, mean±SEM) was not statistically different from that of FVIIIHSQ (2258±596 µg/ml, 180±62 

BU/ml, Fig. 5C and 5D, P>0.2), despite an increased residence time in the circulation of FVIIIR2215-20A 

(Fig. 5B, 41 min [95% confidence interval: 39-51]) as compared to FVIIIHSQ (17 min [13-23]). 

Conversely, FVIIIC1 showed a statistically significant reduction in immunogenicity in double 

FVIII/VWF-deficient mice as compared to FVIIIHSQ both in terms of levels of anti-FVIII IgG (460±144 

and 2258±596 µg/ml, respectively; P<0.001) and inhibitory titers (38±17 and 180±62 BU/ml, 

respectively; P<0.05).  
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Discussion 

The endocytosis of an antigen by APCs is not sufficient for the induction of a naive CD4+ T-cell-

dependent immune response. It is however a pre-requisite to its presentation to antigen-specific CD4+ 

T cells. Over the years, several receptors have been identified for FVIII (5, 6, 19, 20) that have mostly 

been implicated in FVIII catabolism (8, 21). To date, the only receptor incriminated in FVIII 

internalization by APCs is the C-type lectin receptor CD206 that binds mannose-ending glycans linked 

to Asn239 in the A1 domain of FVIII and Asn2118 in the C1 domain (7). The importance of the C1 

domain of FVIII in binding to phospholipids and participating in FVIII endocytosis has recently been 

proposed. Thus, Lys 2092 and Phe 2093 in C1 were shown to participate in binding to PS and to platelets 

(22, 23). Interestingly, co-incubation of FVIII with KM33, a monoclonal anti-C1 IgG that targets the 

R2090, K2092 and F2093 residues, prior to injection to FVIII-deficient mice, was associated with a 

decrease in FVIII immunogenicity (10). Additionally, a triple R2090A/K2092A/F2093A FVIII mutant 

demonstrated reduced endocytosis by MoDCs and macrophages, and reduced immunogenicity in FVIII-

deficient mice (11). Because the C2 domain of FVIII shares structural homology with the C1 domain 

(24) and is a major membrane binding motif containing several basic residues (25, 26), we investigated 

whether it also participates in the endocytic process by APCs, that leads to FVIII processing and 

presentation to CD4+ T cells. Our results demonstrate that masking part of the C2 domain with BO2C11, 

a human monoclonal IgG that interacts with solvent-exposed basic and hydrophobic side chains on the 

C2 membrane binding loops (14), reduces FVIII endocytosis by MoDCs and presentation to T cells in 

vitro, as well as immunogenicity in mice. The protective effect of BO2C11 was epitope specific since 

ESH8, a non-overlapping mouse monoclonal anti-C2 IgG, failed to block FVIII uptake in vitro. 

Interestingly, mutation of key charged residues on C2 that belong to the BO2C11 epitope resumed the 

effect of BO2C11 on FVIII endocytosis and presentation in vitro. Our results are thus reminiscent of the 

aforementioned findings on the role played by the FVIII C1 domain in immunogenic FVIII uptake. 

Together, the data demonstrate that both the C1 and C2 domains of FVIII play a role in FVIII 

endocytosis by MoDCs. Since lactadherin, a potent competitor competitor for PS binding, does not 

inhibit FVIII endocytosis by MoDCs (10), we do not favor PS-dependent uptake mechanisms. Rather, 
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we speculate that FVIII uptake involves charged interactions with a putative highly negatively-charged 

receptor or a potential role for coreceptors such as heparin sulfate proteoglycans. The respective 

contribution, either redundant, additive or synergic, to FVIII internalization of residues in the C1 and 

C2 domains, and of mannose-ending N-linked glycans in the A1 and C1 domains, as well as the 

sequence of events that allows FVIII binding at the cell surface and internalization, remain to be 

deciphered. Of note, ESH8 increased FVIII uptake process. However, ESH8 was previously shown to 

inhibit thrombin cleavage of FVIII bound to vWF (27). We speculate that our observation may also be 

related to a conformation change that orients FVIII to aid its uptake process once bound to ESH8.  

While co-incubation of FVIII prior to injection to FVIII-deficient mice, with BO2C11 or with KM33 

(10) reduces or delays the anti-FVIII IgG response, neither the FVIIIR2215-20A C2 mutant nor the triple 

FVIIIC1 mutant demonstrated reduced immunogenicity in FVIII-deficient mice in our hands. These 

observations may be explained either by a non-specific steric hindrance of the C domains of FVIII by 

the antigen-binding domains of BO2C11/KM33, or by the implication in FVIII internalization of 

additional amino acids within the BO2C11 epitope on C2 or within the KM33 epitope on C1. 

Alternatively, the findings may be accounted for by an interfering effect of endogenous VWF. Indeed, 

the T2086-S2095 region of the C1 domain was recently shown to be buried upon association with VWF 

(28), and the triple FVIIIC1 mutant retains its ability to bind VWF. In support of this, in the absence of 

endogenous VWF, the triple FVIIIC1 mutant showed reduced immunogenicity as compared to FVIIIHSQ 

in vivo. In contrast, the FVIIIR2215-20A C2 mutant, that also retains VWF binding and demonstrates 

reduced endocytosis in vitro, was as immunogenic as FVIIIHSQ in mice lacking VWF. Because the C1 

domain has repeatedly been identified as the major membrane interactive motif, with the C2 domain 

providing additional membrane-binding affinity (22, 25, 26), we do not favor a predominant role for C2 

residues in immunogenic FVIII uptake in the absence of endogenous VWF. Instead, we speculate that 

the in vivo role in endocytosis of the targeted R2215 and R2220 basic residues in the C2 domain is only 

secondary to that of other membrane accessible residues within the BO2C11 epitope. This is supported 

by the observation that the pre-incubation of the FVIIIY1680C mutant, which does not bind VWF, with 

BO2C11 reduced its immunogenicity in FVIII-deficient mice. Additional mutational analysis of 
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membrane accessible hydrophobic residues within the BO2C11 epitope shall shed light on the specific 

residues of the C2 domain of FVIII that are implicated in the in vivo immunogenic uptake process.  

VWF has controversially been proposed to reduce the immunogenicity of therapeutic FVIII (29). 

Unexpectedly, the present results indicate that the presence of endogenous VWF, or the capacity of 

exogenous FVIII to bind to endogenous VWF, does not alter the immunogenicity of FVIII in mice. 

Indeed, FVIII presented with the same degree of immunogenicity in FVIII-deficient mice and in double 

FVIII/VWF-deficient mice. Likewise, FVIIIY1680C with impaired binding to VWF induced similar anti-

FVIII IgG levels as native FVIII in FVIII-deficient mice. The potential immunomodulatory role of VWF 

towards FVIII is suggested by a suspected reduced prevalence of FVIII inhibitors in hemophilia A 

patients treated with exogenous VWF-containing FVIII concentrates as compared to patients receiving 

recombinant or highly purified products (30–32). Controversial results have however been obtained 

upon studying large retrospective and prospective patient cohorts (33, 34). In parallel, studies 

performed in pre-clinical mouse models of hemophilia A have indicated that pre-incubation of 

recombinant FVIII with exogenous VWF leads to a reduction in the levels of inhibitory anti-FVIII 

antibodies following administration to mice (35–38), although contradictory results have occasionally 

been generated (39). In vitro, a protective role for VWF on FVIII endocytosis by human MoDCs was 

clearly shown (10, 40). Even though FVIII internalization is markedly reduced, recent work by Sorvillo 

et al. demonstrated that there is a signification presentation of FVIII-processed peptides (41). Likewise, 

under shear stress, VWF fails to block FVIII internalization by macrophages, and both VWF and FVIII 

co-localize within the same cells (42). This is in agreement with the observation that exogenous FVIII 

and exogenous VWF were indirectly suggested to be co-detected in splenic macrophages after injection 

to double FVIII/VWF-deficient mice (43). The internalization of FVIII and VWF by macrophages under 

shear was however inhibited by the LRP antagonist Receptor Associated Protein (RAP), suggesting that 

this process is more relevant to FVIII catabolism than immunogenicity. Taken together, the data suggest 

that the endogenous VWF does not regulate the immunogenicity of exogenously administered FVIII. 

Interestingly, the intricate role played by VWF in FVIII immunogenicity is reminiscent of its complex 

role towards FVIII catabolism. Indeed, binding of FVIII to VWF dictates FVIII residence time in the 
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circulation, as shown in patients with type 3 von Willebrand disease (44). Conversely, VWF-binding 

may mediate, at least in part, the catabolic endocytosis of therapeutic FVIII (19, 45), which is further 

suggested by the fact that the half-life of modified Fc-fused or PEGylated FVIII barely exceeds that of 

VWF (46, 47).  

Taken together, the results indicate that residues in the C1 and/or C2 domains of FVIII are implicated 

in immunogenic FVIII uptake, at least in vitro. Conversely, in vivo, the binding to endogenous VWF 

masks the reducing effect of mutations in the C domains on FVIII immunogenicity. 
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Legends to Figures 

Figure 1. The anti-C2 antibody BO2C11 inhibits FVIII uptake in vitro and modulates FVIII 

immunogenicity in vivo. Panel A. FVIII (20 nM) was pre-incubated with equimolar concentrations of 

ESH8, BO2C11 or with a 2 molar excess BO2C11 Fab fragments. Uptake by human monocyte-derived 

dendritic cells (MoDCs) was analyzed by fluorescence-activated cell sorting (FACS). Results are 

expressed as the percentage of median fluorescence intensity (MFI), whereby 100% corresponds to MFI 

obtained with wild-type FVIII (FVIIIHSQ). Graph is representative of 4 independent donors 

(mean±SEM). Panel B. Immature MoDCs were cultured for 24 hr in 96 round-bottom plates with the 

FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted CD4+ T-cell hybridoma (ratio 1:10, clone 1G8-A2) in the 

presence of FVIII or FVIII pre-incubated with 2 molar excess of BO2C11. Activation of T cells was 

measured by IL-2 secretion in the supernatant by ELISA (BD Biosciences). Graph is representative of 

4 experiments (means±SEM). Panel C. Hemophilic E16 knock-out mice (n=6/group) were injected once 

a week for 4 weeks with 0.2 µg of B-domain containing FVIII pre-incubated with 6 µM F(ab’)2 of 

BO2C11 (closed square) or a human IgG4 isotype control (closed circle). After four weeks, the anti-

FVIII antibody response was measured. Anti-FVIII IgG titers are defined as arbitrary units based on 

standard curves generated using a purified mouse monoclonal anti-FVIII IgG (mAb6) serially diluted 

on FVIII-coated ELISA plates. Data are represented as serum dilution versus mean±SEM of absorbance 

(492 nm). 

 

Figure 2. Characterization of FVIII containing alanine substitutions of the residues predicted to 

interact with BO2C11. Panel A. Wild-type FVIII (FVIIIHSQ), FVIIIR2215A or FVIIIR2220A were serially 

diluted 2-fold starting at 1 nM. Factor Xa generation was measured using a FVIII chromogenic assay. 

The reaction was stopped at 10 min using 20% acetic acid and the final absorbance measured at 405 nm. 

The data are represented as factor Xa generated in arbitrary units and are equivalent to the absorbance 

at 405 nm. VWF (Panel B), BO2C11 (human anti-C2 domain antibody, Panel C), ESH8 (mouse anti-

C2 domain antibody that does not compete with BO2C11, Panel D), BO2BII (human anti-A2 domain 

antibody, Panel E) and KM33 (mouse anti-C1 domain antibody, Panel F) were immobilized on 
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microtiter plates. After blocking, FVIIIHSQ, FVIIIR2215A, FVIIIR2220A, FVIIIR2215-20A or FVIIIC1 were 

serially diluted across the plate and bound FVIII was revealed using either the biotinylated anti-A2 

antibody, GMA-8015, or in the case of BO2BII-bound FVIII ESH8, followed by an anti-mouse-HRP 

antibody. The graphs are represented as absorbance measured at 492 nm (mean±SEM).  

 

Figure 3. C2 domain mutations alter FVIII endocytosis and presentation by APCs, but do not 

alter FVIII immunogenicity in vivo. FVIIIHSQ, or the mutants FVIIIR2215A, FVIIIR2215-20A or FVIIIC1 

were added at 20 nM to MoDCs (Panel A) or BMDCs (Panel C) for 30 min at 37°C. Internalized FVIII 

was detected as described above. Results are expressed as the percentage of median fluorescence 

intensity (MFI), whereby 100% corresponds to MFI obtained with wild-type FVIII (FVIIIHSQ). Panels 

B and D represent activation of a FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted T-cell hybridoma by 

FVIII-loaded (10 nM) HLA-matched human MoDCs or splenocytes from SURE-L1 mice, respectively. 

Supernatant was collected after 24 hr and the IL-2 produced by the activated T cells was measured. 

Representative of three experiments (mean±SEM). Panel E. FVIII-deficient mice were injected 

intravenously 4 times weekly with 1 µg of FVIIIHSQ, FVIIIC1 or FVIIIR2215-20A. One week after the last 

injection, blood samples were collected. Anti-FVIII IgG titers are defined as arbitrary units based on 

standard curves generated using a purified mouse monoclonal anti-FVIII IgG (mAb6) serially diluted 

on FVIII-coated ELISA plates. Statistical significances were assessed using the two-tailed non-

parametric Mann-Whitney U test (ns: not significant). 

 

Figure 4. FVIII binding to VWF does not alter endocytosis in vitro or immunogenicity in vivo. 

Panel A. The binding of FVIIIHSQ and FVIIIY1680C to VWF was studied using an ELISA as described in 

the methods section. Results are expressed in arbitrary units. Panel B. FVIIIHSQ (10 nM, closed circles) 

or FVIIIY1680C (closed square) in 100 µl were administered into FVIII-deficient mice and the residual 

FVIII activity was measured at different time points (n=3 mice per time point) using a chromogenic 

assay. The data is plotted as percentage of initial FVIII activity (measured 5 minutes after 
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administration) versus time. Panel C. FVIIIHSQ or mutants FVIIIY1680C were added at increasing 

concentrations (10, 20 and 40 nM) to immature MoDCs (n=3 different donors) for 30 min at 37°C in 

serum free medium and absence of VWF. Cells were subsequently washed, fixed, permeabilized and 

stained for FVIII using of an FITC-labeled anti-A2 domain-specific antibody followed by fluorescence-

activated cell sorting (FACS). Data are expressed as the percentage of median fluorescence intensity 

(MFI), where 100% corresponds to MFI observed for 10 nM FVIIIHSQ. Panels D and E. FVIII-deficient 

mice were administered FVIIIHSQ (closed circles) or FVIIIY1680C (closed square), intravenously for four 

weeks at weekly intervals. Anti-FVIII IgG titers were measured using an ELISA as described above 

(D). Inhibitory titers towards FVIII were assessed using a modified Bethesda assay (E). Horizontal bars 

depict medians. The statistical significance was assessed using the two-tailed non-parametric Mann-

Whitney U test (ns: not significant). 

 

Figure 5. Contribution of the C1 and C2 domains of FVIII to FVIII immunogenicity in the absence 

of binding to VWF. Panel A. FVIII-deficient mice were administered with FVIIIY1680C (0.4 µg, closed 

circle) or FVIIIY1680C pre-incubated with a 2-fold molar excess of BO2C11 Fab (closed square) 

intravenously for four weeks at weekly intervals. One week after the last injection, blood samples were 

collected. Anti-FVIII IgG titers are defined as arbitrary units based on standard curves generated using 

a purified mouse monoclonal anti-FVIII IgG (mAb6) serially diluted on FVIII-coated ELISA plates. 

The graph depicts a pool of two independent experiments. Panel B. FVIIIHSQ, FVIIIC1 or FVIIIR2215-20A 

(10 nM in 100 µl) were administered to FVIII-deficient mice and the residual FVIII levels were 

measured at different time points (n=3 mice per time point) by ELISA. The data is plotted as percentage 

of initial FVIII levels (measured 5 minutes after administration) versus time (mean±SEM) and are 

representative of 2 independent experiments. Experimental data were fitted using a one-phase decay 

curve to determine the in vivo half-lives. Panels C and D. Double FVIII/VWF-deficient mice were 

injected intravenously 4 times weekly with 0.5µg of FVIIIHSQ, FVIIIC1 or FVIIIR2215-20A. One week after 

the last injection, blood samples were collected. Anti-FVIII IgG titers were measured as described above 

(C). Inhibitory titers towards FVIII were assessed using a modified Bethesda assay (D). Horizontal bars 
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depict medians. Statistical significances were assessed using the two-tailed non-parametric Mann-

Whitney U test (ns: not significant). 

 

Supplementary Figure 1. The anti-C2 antibody BO2C11 inhibits FVIII presentation in vitro. Panel 

A. FVIII (20 nM) was pre-incubated with equimolar concentrations of ESH8, BO2C11 or with a 2 molar 

excess BO2C11 Fab fragments. Uptake by murine bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs) was 

analyzed by fluorescence-activated cell sorting (FACS). Results are expressed as the percentage of 

median fluorescence intensity (MFI), whereby 100% corresponds to MFI obtained with wild-type FVIII 

(FVIIIHSQ). Graphs are representative of 5 individual mice (mean±SEM). Panel B. Total splenocytes 

from HLA-DRB1*0101 transgenic SURE-L1 mice (used as the source of APCs) were cultured for 24 hr 

in 96 round-bottom plates with the FVIII-specific HLA-DRB1*0101-restricted CD4+ T-cell hybridoma 

(ratio 1:10, clone 1G8-A2) in the presence of FVIII or FVIII pre-incubated with 2 molar excess of 

BO2C11. Activation of T cells was measured by IL-2 secretion in the supernatant by ELISA (BD 

Biosciences). Data are depicted as % of IL-2 expression versus FVIIIHSQ alone. Results are 

representative of three experiments (means±SEM).  

 

Supplementary Figure 2. Inhibition of the anti-FVIII immune response in vivo upon co-incubation 

of FVIII with BO2C11. FVIII-deficient mice were injected weekly with FVIIIY1680C incubated alone or 

in the presence of BO2C11. One week after the fourth treatment, spleens were collected and processed 

into single-cell suspensions. Red blood cells were removed and splenocytes were cultured in round-

bottomed 96-well plates for 48-72 hr in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FCS, 100 U/mL 

penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and 55 μM 2-mercaptoethanol in the presence of increasing 

concentrations of FVIIIHSQ (0, 0.5, 1, 2 μg/mL) or concanavalin A (ConA, 0, 0.5, 1, 2 μg/mL). 

Proliferation was assayed following the addition of [3H]-thymidine. The results are expressed as counts 

per minute (CPM). 
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La survenue des anticorps inhibiteurs chez les patients hémophiles constitue la complication la 

plus redoutée dans la prise en charge de la maladie et conduit à une impasse thérapeutique 

majeure. L’immunogénicité du FVIII thérapeutique est d’autant plus intrigante qu’il est 

administré en faible quantité aux patients, par voie intraveineuse, qui n’est pas connue pour être 

une voie immunogène, et en absence d’adjuvant. Si la phase effectrice de la réponse 

immunitaire contre le FVIII, la nature des LB et des LT impliqués et les propriétés des anticorps 

inhibiteurs anti-FVIII ont été largement documentées, les étapes précoces de la réponse 

immunitaire sont en revanche mal connues. L’objectif de ma thèse a été d’étudier i) le potentiel 

rôle adjuvant du système du complément sur la réponse immunitaire anti-FVIII (articles 1 et 2) 

ainsi que ii) l’implication de certains domaines du FVIII dans son immunogénicité, en 

particulier dans l’internalisation du FVIII par des CPA (article 3). 

1. Rôle du complément dans la réponse immunitaire anti-FVIII 

De nombreuses études se sont attelées à comprendre par quels moyens le FVIII était reconnu et 

capturé par les CPA professionnelles. Ainsi, plusieurs récepteurs ont-ils été identifiés dans le 

processus d’internalisation (Navarrete et al., 2010). Cependant, tous ces travaux ont été menés 

en utilisant des milieux de culture sans sérum ou en présence de sérum décomplémenté, inactivé 

à la chaleur. De facto, ces conditions occultent le rôle que peut potentiellement jouer le système 

du complément. Ceci est d’autant plus étonnant qu’une fois administré aux patients, le FVIII 

est susceptible d’interagir avec tous les composants plasmatiques en circulation, parmi lesquels 

on retrouve les molécules du complément.  

Outre ses fonctions classiques dans la surveillance et l’élimination directe des pathogènes, le 

complément est de plus en plus étudié pour ses fonctions hors immunité innée. Ainsi, les 

molécules du complément peuvent-elles également agir sur les CPA, sur les LB ou les LT, ou 

encore au niveau des organes lymphocytes secondaires (Barrington et al., 2002), pour moduler 

la mise en place des réponses immunitaires et ainsi contribuer au developpement de l’immunité 

adaptative. Si de nombreux travaux étayent l’implication du complément dans les réponses 

immunitaires contre les bactéries et les virus (Walport, 2001), rien en revanche n’est connu sur 

son potentiel rôle dans les réponses immunitaires dirigées contre les protéines thérapeutiques. 

Enfin, dernier aspect, un nombre croissant d’études constate un rôle majeur du complément 

dans la modulation de la cascade de la coagulation. Partant de ces observations, j’ai étudié la 

contribution potentielle du complément dans l’établissement de la réponse immunitaire anti-

FVIII.  
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On sait que la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII suit un schéma classique : elle 

requiert l’internalisation du FVIII par des CPA professionnelles et la présentation de peptides 

dérivés du FVIII à des LT naïfs spécifiques, ce qui conduit à leur activation. L’activation 

complète des LT nécessite la présence de signaux de danger dans le microenvironnement. A ce 

jour, si plusieurs facteurs de risque ont été proposés, l’origine des signaux de danger demeure 

inconnue. J’ai donc cherché de savoir si le complément pouvait apporter ces signaux adjuvants. 

Activation du complément et immunogénicité du FVIII in vivo 

La contribution du complément à l’immunogénicité du FVIII a d’abord été évaluée dans un 

modèle murin d’hémophilie A sévère. L’utilisation de Cobra Venom Factor humanisé (CVFh) 

pour éliminer le complément a montré que la déplétion du complément chez des souris 

hémophiles traitées par des injections itératives de FVIII réduisait le taux d’anticorps anti-FVIII 

inhibiteurs générés. Le CVFh est une protéine recombinante capable d’activer le complément. 

Elle présente de fortes homologies de structure et de fonction avec le fragment C3b humain. 

Elle peut s’associer au facteur B et au facteur D pour former une C3 convertase similaire à celle 

de la voie alterne du complément, à la différence qu’il s’agit d’une C3 convertase très stable et 

insensible à la régulation par les facteurs H et I (Vogel and Fritzinger, 2010). Il y a donc une 

activation continue du composant central du complément C3, ce qui finit par épuiser rapidement 

toutes les molécules de C3 disponibles. A l’inverse d’une C3 convertase classique, la C3 

convertase générée par le CVFh est dépourvue d’une activité C5 convertase, ce qui empêche la 

production de l’anaphylatoxine très inflammatoire C5a.  

L’utilisation de cet outil idéal a aussi été motivée par le fait que la déplétion du complément a 

lieu sur un laps de temps court, ce qui permet un retour à la normale rapidement et permet 

d’éviter des dommages collatéraux si cette déplétion durait plus longtemps. En effet, une autre 

stratégie possible aurait été d’étudier l’immunogénicité du FVIII dans des modèles murins 

invalidés pour le gène du C3. Or, les souris déficientes en C3 ont la particularité d’être plus 

susceptibles aux infections bactériennes à streptocoques. Elles présentent des altérations 

pérennes de l’immunité innée, avec une réduction de l’activité des mastocytes et de la 

production de cytokines pro-inflammatoires (Prodeus et al., 1997), mais aussi de l’immunité 

adaptative, avec une altération profonde des réponses humorales. Leur utilisation n’est donc 

pas pertinente dans notre contexte. 

Mes résultats montrent donc que l’activation du complément contribue à la mise en place de la 

réponse immunitaire contre le FVIII. Ces résultats sont en accord avec les études publiées qui 

démontrent que l’absence de C3 ou le blocage du C3 par un anticorps monoclonal sont associés 
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à une réduction des réponses immunitaires humorales induites par des antigènes thymo-

dépendants (Hebell et al., 1991). Cependant, dans notre étude, un degré de spécificité a toutefois 

pu être observé puisque la déplétion du complément n’altérait pas la réponse immunitaire 

dirigée contre A Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin type I repeats-13 

(ADAMTS-13), une protéine thérapeutique utilisée en thérapie de substitution chez les patients 

atteints de purpura thrombotique thrombocytopénique et employée ici contre antigène contrôle.  

L’administration simultanée ou rapprochée dans le temps de deux protéines peut conduire à un 

phénomène de « compétition antigénique » : ainsi, a-t-il été découvert que l’immunisation 

d’animaux avec deux antigènes entrainait une diminution de la réponse immunitaire contre l’un 

des antigènes voire envers les deux (Brody and Siskind, 1969). Il est dès lors aisé d’imaginer 

que l’administration de CVFh détourne la réponse immunitaire anti-FVIII. Cependant, les 

résultats obtenus avec ADAMTS-13 permettent d’infirmer cette hypothèse et montrent qu’il 

s’agit bien d’un effet du système du complément sur la réponse immunitaire dirigée contre le 

FVIII. 

Plusieurs travaux font état d’une implication du complément dans la mise en place et la 

maintenance des réponses mémoires humorales. Gonzalez et al. ont observé que des souris 

déficientes en C3 injectées avec le virus de la grippe ne développaient pas d’immunité à long 

terme et ne survivaient pas après un rappel plusieurs semaines après immunisation (Gonzalez 

et al., 2008). Ces résultats corroborent ceux de Da Costa et al. qui avaient montré que l’absence 

de C3 ou l’invalidation de la voie classique chez des souris immunisées empêchaient la mise 

en place de centres germinatifs dans les organes lymphoïdes secondaires ainsi que l’induction 

d’une réponse anticorps forte après un rappel d’antigène (Da Costa et al., 1999). Le C3 joue 

ainsi un rôle crucial dans l’induction d’une réponse humorale et le maintien d’anticorps 

spécifiques du virus de la grippe après immunisation. Un des mécanismes avancés par lequel le 

C3 favorise ces réponses humorales serait l’abaissement du seuil d’activation des LB et le 

maintien en vie des LB activés dans les centres germinatifs (Carter and Fearon, 1992; Fearon 

and Carroll, 2000). L’absence de réponse mémoire chez les souris déficientes en C3 pourrait 

aussi être liée à une rétention plus faible des antigènes en absence de C3 à la surface des FDC 

dans les organes lymphoïdes secondaires (Barrington et al., 2002).  

Alors que les études publiées se focalisent sur la mise en place de la réponse anamnestique, j’ai 

voulu savoir si le complément pouvait jouer un rôle sur la réponse mémoire anti-FVIII lorsque 

l’immunisation est déjà établie au préalable. Les résultats obtenus montrent que, bien que la 

déplétion de complément impacte la génération de la réponse primaire anti-FVIII, ce n’est plus 
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le cas en réponse secondaire. Il est possible que la présence de LB mémoires de haute affinité 

et de plasmocytes à longue durée de vie spécifiques du FVIII compense l’action de la déplétion 

du complément. En effet, les études précédemment cités accordent une place importante au 

CR2 dans l’induction de la réponse secondaire. Le CR2 participe à l’activation des LB naïfs et 

à la rétention des antigènes et des complexes immuns dans les organes lymphoïdes (Prodinger, 

1999). Etant donné que les sous-populations de LB et les plasmocytes sécréteurs d’anticorps 

anti-FVIII générés au cours de l’immunisation perdent l’expression du CR2 (Moir and Fauci, 

2009), il est alors aisé d’imaginer que l’élimination du complément aurait un rôle mineur sur 

eux et par conséquent sur le cours de la réponse immunitaire secondaire. Par ailleurs, il aurait 

été intéressant de déterminer si la déplétion du complément au cours de la mise en place de la 

réponse primaire anti-FVIII engendrait non seulement une réduction de la production 

d’anticorps inhibiteurs à court terme seulement mais également à long terme. 

Rôle du complément dans l’initiation de la réponse immunitaire anti-FVIII 

Si le complément participe à l’induction d’anticorps anti-FVIII inhibiteurs, peut-il intervenir au 

niveau des étapes précoces de la réponse immunitaire ? Les résultats obtenus in vitro montrent 

que la présence de complément favorise de manière spécifique l’internalisation du FVIII par 

différents types de CPA professionnelles ainsi que la présentation antigénique du FVIII à des 

LT CD4+ spécifiques. De plus, il a été mis en évidence un rôle prédominant du composant 

central C3 dans la capture du FVIII. Le C3 est une molécule bio-inactive en soi mais qui peut 

être activée en phase soluble par une C3 convertase et libérer un fragment bioactif C3b. La 

génération d’une C3 convertase artificielle in vitro pour examiner le rôle potentiel de ce 

fragment a montré que le fragment C3b potentialise l’internalisation du FVIII par des cellules 

dendritiques. Par ailleurs, le fragment C3b seul arrive à doubler le niveau d’endocytose du FVIII 

et permet d’atteindre un niveau similaire à celui de la C3 convertase, confirmant le rôle central 

du C3b dans l’initiation de la réponse immunitaire anti-FVIII.  

Ces résultats sont similaires à ce qui avait déjà été décrit: ainsi avait-il été démontré que le 

fragment C3b associé à la toxine tétanique favorisait son interaction et son endocytose par des 

CPA mais aussi un meilleur apprêtement et une meilleure présentation antigénique (Jacquier-

Sarlin et al., 1995; Rey-Millet et al., 1994; Serra et al., 1997; Villiers et al., 1996), via le CR1 

et le CR2 exprimés par les cellules utilisées. L’action de la C3 convertase sur le C3 conduit 

aussi au relargage de l’anaphylatoxine C3a, qui pourrait également jouer sur la capture du FVIII 

par les cellules dendritiques. En effet, Li et al. ont démontré que l’interaction entre C3a et son 
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récepteur C3aR à la surface des cellules dendritiques augmentait leur capacité à phagocyter 

l’ovalbumine ainsi que leur capacité à sécréter des cytokines pour polariser les LT (Li et al., 

2008). Les auteurs avancent ici l’hypothèse selon laquelle la signalisation via le C3a et le C3aR 

entrainent une réorganisation du cytosquelette et une augmentation des processus de 

macropinocytose. Alors que les voies d’internalisation du FVIII n’ont toujours pas été 

découvertes, il serait pertinent de voir si cela pourrait aussi constituer un moyen d’entrer pour 

le FVIII. 

Le rôle du complément dans les phénomènes d’internalisation a également été décrit pour 

d’autres molécules du système du complément, notamment le composant C1q. Ainsi Bobak et 

al. ont-ils montré que le C1q purifié stimulait la fonction phagocytique de monocytes ou de 

macrophages humains, en absence de toute autre molécule du complément (Bobak et al., 1987). 

Il a été montré que le C1q, indépendamment de sa capacité à activer la voie classique du 

complément, jouait un rôle majeur dans l’élimination des corps apoptotiques (Bohlson et al., 

2007; Taylor et al., 2000; Vandivier et al., 2002), en servant de médiateur physique entre les 

phagocytes et les cellules apoptotiques auxquelles il s’est fixé (Ogden et al., 2001). Mes 

résultats ont permis de montrer que le C1q favorisait in vitro la capture du FVIII et sa 

présentation antigénique par des MO-DCs, ce qui corrobore des travaux publiés auparavant. Il 

serait maintenant intéressant de déterminer, à l’instar des fragments C3b, de quelle manière le 

C1q potentialise l’internalisation du FVIII.  

Quel(s) mécanisme(s) d’internalisation pour le FVIII en présence de complément ? 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai montré que l’activation du complément et le C3b 

consécutif favorisaient l’entrée du FVIII dans les CPA mais de quelle(s) manière(s) ? Cette 

question majeure reste à l’heure actuelle malheureusement sans réponse. Cependant, certaines 

pistes ont pu être écartées et je vais avancer ici quelques mécanismes fondés sur la littérature 

scientifique qui pourraient s’opérer sur les cellules. 

L’activation du complément agirait de manière indirecte pour permettre l’internalisation du 

FVIII : si plusieurs récepteurs d’endocytose du FVIII ont proposés ou identifiés, seul le CD206 

conduit à une présentation antigénique du FVIII (Dasgupta et al., 2007a; Navarrete et al., 2010; 

Repessé et al., 2012). L’activation du complément pourrait stimuler l’expression de ces 

récepteurs à la surface des CPA. Toutefois, cela n’a pas été le cas. Il est possible que les courts 

temps d’incubation utilisés in vitro ne permettent pas une synthèse de nouveaux récepteurs et 

leur expression à la surface. Il n’est toutefois pas exclu que le complément induise rapidement 
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la translocation depuis des vésicules intracellulaires d’un autre récepteur d’endocytose encore 

non identifié. Une autre hypothèse repose sur l’exposition de phosphatidylsérine (PS) sur le 

feuillet externe de la membrane plasmique des CPA : la PS est connue pour être un marqueur 

des cellules entrant en apoptose. Elle est également exprimée sur les plaquettes en état 

d’activation et sert de plateforme pour la fixation et l’action des facteurs de la coagulation, dont 

le FVIII (Gilbert et al., 2015). La PS en soi n’a cependant pas de propriété d’internalisation, qui 

nécessite un mécanisme actif. Elle peut constituer une étape préliminaire avant une prise en 

charge par un récepteur du FVIII, par pinocytose ou autre (van Haren et al., 2012). Les résultats 

obtenus au cours de ma thèse montrent que les incubations in vitro de MO-DCs avec différents 

types de sérum humain ou des protéines purifiées du complément n’entrainent pas de 

surexposition de PS, écartant de ce fait cette hypothèse. 

L’activation du complément agirait de manière directe pour permettre l’internalisation du 

FVIII : l’effet de l’activation du complément sur la phagocytose des pathogènes est connu 

depuis longtemps. La reconnaissance de motifs sur les bactéries par les molécules du 

complément conduit à l’activation de la cascade et à l’opsonisation des bactéries par des 

fragments issus du clivage du C3, ce qui favorise leur capture et leur élimination par le système 

réticulo-endothélial (Walport, 2001). De même, l’activation du complément sur des complexes 

immuns a été largement relatée. En revanche, l’activation directement sur les antigènes solubles 

n’a pas été étudiée. Villiers et al. ont montré, grâce à leur modèle de toxine tétanique couplée 

au C3b de manière covalente, que la présence du fragment du complément augmentait la 

fixation de la toxine à la surface des CPA ainsi que sa capture, potentialisée par les récepteurs 

CR1 et CR2 exprimés sur les cellules utilisées (Villiers et al., 1996). Au vu des résultats obtenus 

pendant ma thèse, l’une des hypothèses pour expliquer l’entrée du FVIII dans les CPA en 

présence de complément serait que les fragments C3b générés au cours de l’activation du 

complément fassent office de médiateurs entre les CPA et le FVIII.  

Les CPA professionnelles expriment de nombreux récepteurs aux fragments dérivés du C3, 

parmi lesquels l’un d’entre eux est particulièrement intéressant : le CR1. Le CR1, exprimé par 

l’ensemble des cellules myéloïdes, a pour principaux ligands le C4b et le C3b (Gasque, 2004). 

Il participe à la régulation du complément en agissant comme cofacteur du FI dans la conversion 

du C3b en iC3b inactif. De nombreux travaux ont également décrit sa contribution dans les 

processus de phagocytose. Ainsi, le CR1 exprimé à la surface des neutrophiles humains peut-il 

contribuer, avec le CR3, à l’internalisation de particules de levures opsonisées par le 

complément (Fällman et al., 1993). Des études ont également montré sa participation dans la 
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phagocytose d’érythrocytes opsonisés par du C3 ou de particules d’agarose couplées à des 

fragments C3b par des macrophages humains (Johnson et al., 1986; Newman et al., 1985). 

L’hypothèse d’une endocytose via le CR1 est d’autant plus plausible que les MO-DCs 

expriment le CR1 à leur surface et que des fragments C3b ont pu être détectés à la surface des 

MO-DCs après activation du complément in vitro (observation personnelle, (Reis et al., 2007)). 

Enfin, j’ai également pu mettre en évidence une interaction entre le FVIII et le C3b en condition 

statique par ELISA. Il serait donc intéressant de déterminer si cette interaction peut également 

survenir à la surface des cellules et, le cas échéant, si elle peut constituer une voie d’endocytose 

pour le FVIII. 

L’une des interrogations soulevées par les résultats obtenus a été de savoir si le complément 

pouvait s’activer sur le FVIII. En effet, les travaux publiés sur le rôle du complément dans la 

phagocytose des agents pathogènes décrivent une activation du système conduisant au clivage 

du composant C3 et à la génération de fragments C3b. Ces fragments contiennent des 

groupements réactifs capables d’établir des liaisons covalentes avec la surface des agents 

pathogènes pendant une durée très courte, au-delà de laquelle les groupements réactifs sont 

inactivés (Law and Dodds, 1997). L’opsonisation par le C3b de cette manière permet une 

reconnaissance et une prise en charge ultérieure par les phagocytes via leurs récepteurs de 

surface au complément. La génération d’une C3 convertase in vitro et l’augmentation de 

l’endocytose du FVIII incubé en sa présence par les MO-DCs soulèvent la possibilité d’une 

opsonisation du FVIII par le complément. Les expériences menées au cours de ma thèse n’ont 

pas permis de savoir si le FVIII était opsonisé par le complément. Toutefois, il est intéressant 

de noter que l’incubation du FVIII avec du C3b purifié, incapable d’établir des liaisons 

covalentes, facilite également l’endocytose du FVIII, suggérant ainsi que l’opsonisation du 

FVIII, si tant est qu’elle ait lieu, serait facultative pour internaliser le FVIII par les CPA. Le 

mécanisme moléculaire derrière l’action du C3 sur l’endocytose du FVIII reste donc à être 

élucidé. 

Etant donné que le C1q est également capable d’interagir avec le FVIII, l’une des hypothèses 

serait que le complexe FVIII/C1q soit phagocyté, ce qui constituerait ainsi une voie d’entrée 

pour le FVIII. Un potentiel rôle indirect du C1q n’est toutefois pas exclu, d’autant plus qu’un 

rôle immuno-modulateur du C1q sur le phénotype des CPA professionnelles a déjà été décrit 

dans la littérature (Csomor et al., 2007). Les CPA expriment à leur surface de nombreux 

récepteurs pour le C1q (Galvan et al., 2012), parmi lesquels certains ont été identifiés ou 

proposés comme médiateurs d’endocytose, par exemple dans le cas de la phagocytose de 
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cellules apoptotiques opsonisées par du C1q : le C1qRP, le cC1qR mais également le CR1 à 

nouveau. (Kishore and Reid, 2000; Klickstein et al., 1997; Nepomuceno and Tenner, 1998; 

Ogden et al., 2001). Ainsi, serait-il pertinent de déterminer si l’inhibition de ces récepteurs 

empêche l’internalisation du FVIII et, le cas échéant, s’il y a une action synergique avec les 

récepteurs aux fragments dérivés du C3.  

Le complément, une source de signaux de danger ? 

L’activation des LT CD4+ naïfs spécifiques du FVIII nécessite que les CPA avec lesquels ils 

sont en contact lors de la synapse immunologique deviennent matures. Cette maturation 

nécessite l’intervention de signaux de danger apportés par des stimuli exogènes (ex : acides 

nucléiques ou polysaccharides microbiens) comme endogènes (ex : cytokines pro-

inflammatoires) (Gallucci and Matzinger, 2001). L’administration de produits par voie 

intraveineuse est connue pour induire un état de tolérance immunitaire plutôt qu’une activation 

du système immunitaire (Endres and Grey, 1980). Dans ce contexte, le FVIII fait donc bande à 

part et la nature des signaux de danger à l’origine de son immunogénicité reste à l’heure actuelle 

inconnue. Toutefois, plusieurs études ont permis d’écarter certaines pistes.  

Les travaux menés par Pfistershammer et al. ont montré que l’incubation du FVIII seul, ou 

complexé au vWF, à des MO-DCs humains ne modulait ni la capacité de ces dernières à 

exprimer des marqueurs de costimulation, ni leur capacité à activer des LT allogéniques ou 

autologues (Pfistershammer et al., 2006). Une étude de Teyssandier et al. a par la suite montré, 

à l’aide de lignées cellulaires humaines et murines, que le FVIII était incapable in vitro d’activer 

la voie de signalisation canonique NF-κB des Toll-like Receptors (TLR), récepteurs impliqués 

dans la reconnaissance des signaux de danger (Teyssandier et al., 2013). L’état inflammatoire 

au moment de l’administration du FVIII a également été proposé comme source de signaux de 

danger. La sévérité des saignements, les interventions chirurgicales ou les vaccinations sont des 

facteurs de risques proposés pour le développement des anticorps inhibiteurs. Récemment, 

Peyron el al. ont observé dans un modèle murin d’hémophilie A que l’induction d’une 

arthropathie, qui constitue une inflammation locale aiguë, n’exacerbait en rien 

l’immunogénicité du FVIII (Peyron et al., 2015).  

Nous savons que le complément est une composante majeure du système immunitaire en ce qui 

concerne la reconnaissance rapide des pathogènes en vue de leur élimination. Les molécules 

initiatrices du complément (C1q, collectines) peuvent rapidement détecter les signaux de 

danger que constituent les structures moléculaires conservées chez les agents pathogènes 
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(Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP), ou celles libérées en cas de dommage 

tissulaire (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP).  

Le complément est cependant également un grand pourvoyeur de fragments bioactifs. Il s’agit 

d’une source importante de molécules pro-inflammatoires (C3a, C5a) capables d’influencer le 

phénotype des CPA, d’autant plus que ces dernières expriment des récepteurs pour ces 

anaphylatoxines (Li et al., 2011; Soruri et al., 2003). En 2008, Li et al. d’ailleurs ont confirmé 

cette hypothèse : il a été ainsi montré que des cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse 

de souris (BM-DCs) déficientes en récepteur C3aR étaient moins aptes à exprimer des 

molécules de CMH de classe II ainsi que des molécules de costimulation (Li et al., 2008). Le 

traitement des BM-DCs avec du C3a purifié a aussi permis l’expression de ces molécules à la 

surface. Par ailleurs, Strainic et al. ont démontré que les anaphylatoxines C3a et le C5a 

pouvaient se fixer à leurs récepteurs respectifs C3aR et C5aR sur les LT et les CPA et favoriser 

l’expression des molécules de CMH de classe II et de costimulation sur les CPA ainsi que la 

survie des LT (Lalli et al., 2008; Strainic et al., 2008). L’absence de signalisation via C3a-C3aR 

et C5a-C5aR empêche in vivo et in vitro la mise en place de réponses thymo-dépendantes 

efficaces. Les anaphylatoxines ne sont pas les seules molécules du complément à pouvoir jouer 

un rôle de costimulation. En effet, Sándor et al. ont observé in vitro que l’incubation de MO-

DCs en présence de C3 actif s’accompagnait d’un clivage du C3 et d’un relargage de fragments 

C3b dont l’interaction avec les MO-DCs entrainait leur maturation (Sándor et al., 2009). Enfin, 

Reis et al. ont observé que la présence de C3 au cours de la différenciation des MO-DCs 

favorisait l’expression de surface des molécules de costimulation (Reis et al., 2008). 

Si l’activation du complément contribue à la réponse immunitaire anti-FVIII, en agissant 

potentiellement sur la capture du FVIII, elle peut notamment conduire à la production des 

anaphylatoxines pro-inflammatoires, dont la puissante C5a, qui pourraient aussi influencer 

l’immunogénicité du FVIII. Pour évaluer cet aspect, j’ai étudié la réponse immunitaire contre 

le FVIII dans un modèle murin d’inflammation et d’activation continue systémique non 

contrôlée du complément, les souris déficientes en facteur H (Pickering et al., 2002). En accord 

avec l’hypothèse posée, les résultats obtenus in vivo montrent qu’une activation continue du 

complément entraine une augmentation des titres en anticorps inhibiteurs chez les souris ayant 

été immunisées. De manière intéressante, cette amplification de la réponse immunitaire anti-

FVIII pouvait être réprimée en bloquant le récepteur au C5a à l’aide d’un antagoniste 

spécifique. Le C5a potentialiserait donc l’immunogénicité du FVIII. Toutefois une contribution 

des autres produits du complément n’est pas à exclure. In vitro, mes résultats contrastent avec 
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ceux de la littérature et montrent que la présence de complément ne modifie en rien l’expression 

des molécules de costimulation à la surface des MO-DCs. Il est probable que cela soit dû à des 

différences de conditions expérimentales, les études publiées s’intéressant à l’action du 

complément dès la différenciation des précurseurs et non pas une fois que les cellules sont 

complètement différenciées. Le complément ne constitue donc pas dans nos mains un signal de 

danger à la mise en place de la réponse immunitaire, en tout cas au niveau de la maturation des 

CPA. Il n’est pas impossible que les anaphylatoxines générés au cours de l’activation du 

complément puissent agir à d’autres niveaux de la réponse immunitaire: les anaphylatoxines 

constituent de puissantes molécules chémo-attractantes qui jouent un rôle crucial en agissant 

sur le recrutement des cellules immunitaires (Aksamit et al., 1981; Falk and Leonard, 1980; 

Lett-Brown and Leonard, 1977; Nataf et al., 1999) mais également sur la polarisation des LT 

dans les réponses immunitaires (Lalli et al., 2007; Strainic et al., 2008). 

2. Capture du FVIII : rôle de la structure pour son immunogénicité 

Alors que des travaux se sont attelés à trouver par quels récepteurs le FVIII est reconnu et pris 

en charge par le système immunitaire, des études récentes ont cherché à expliquer 

l’immunogénicité du FVIII par sa structure. Les travaux d’Herczenik et al. ont ainsi permis de 

déterminer un rôle prédominant du domaine C1 du FVIII : l’endocytose du FVIII par des MO-

DCs humaines se fait par l’intermédiaire du domaine C1, son blocage par un anticorps 

monoclonal (Km33) entrainant l’abrogation complète de l’internalisation du FVIII (Herczenik 

et al., 2012a). Par ailleurs, le blocage par Km33 du domaine C1 du FVIII in vivo dans un modèle 

murin d’hémophilie A sévère empêche la génération d’une réponse immunitaire anti-FVIII. 

Une étude ultérieure menée par Wroblewska et al. a confirmé ces résultats en créant un FVIII 

muté dans l’épitope de Km33 (R2090A/K2092A/F2093A). La capture de ce FVIII par des CPA 

humaines comme murines et son immunogénicité in vivo étaient toutes deux drastiquement 

réduites (Wroblewska et al., 2012).  

Le domaine C1 constitue avec le domaine C2 les domaines du FVIII qui interagissent avec les 

surfaces phospholipidiques. Les domaines C présentent de fortes homologies en termes de 

séquences polypeptidiques : tous deux sont riches en acides aminés basiques et en acides aminés 

hydrophobes, essentiels à l’interaction avec les phospholipides. Une approche in silico menée 

par Liu et al. a mis en évidence de très fortes homologies de conformation tridimensionnelle 

(Liu et al., 2000). Plus récemment, des études de cristallographie ont montré que le domaine 

C1 s’orientait dans l’espace de la même façon que le domaine C2 au sein du FVIII (Shen et al., 

2008). Les travaux de Gilbert et al. ont étayé ces résultats en montrant que le domaine C2 
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présentait des protrusions riches en acides aminés hydrophobes capables de pénétrer à 

l’intérieur des membranes phospholipidiques (Gilbert et al., 2002). Enfin, Lü et al. ont montré 

par des expériences de mutagenèse dirigée l’existence d’acides aminés dans le domaine C1 

capables d’interagir avec des surfaces phospholipidiques, dont les acides aminés R2090, K2092 

et F2093 précédemment mentionnés (Lü et al., 2011).  

Le domaine C2 présente de fortes similitudes avec le domaine C1. Partant de ces observations, 

j’ai donc posé comme hypothèse qu’à l’instar du domaine C1, le domaine C2 pouvait également 

jouer un rôle dans la capture et l’immunogénicité du FVIII. 

Rôle du domaine C2 dans les étapes précoces de la réponse immunitaire anti-FVIII 

Dans une première approche, la contribution du domaine C2 a été évaluée à l’aide d’un 

anticorps monoclonal BO2C11. BO2C11 est une immunoglobuline humaine de classe G et de 

sous-classe G4κ produite à partir d’un clone de lymphocyte B mémoire isolé à partir d’un 

patient hémophile A avec inhibiteurs. BO2C11 se lie au domaine C2 du FVIII et bloque sa 

capacité à interagir avec les membranes phospholipidiques (Spiegel et al., 2001). Les résultats 

de mon étude montrent que, de manière similaire à ce qui a été observé avec le domaine C1 

(Herczenik et al., 2012a), l’inhibition du domaine C2 par BO2C11 empêche la capture du FVIII 

par des CPA et sa présentation antigénique in vitro. Par ailleurs, cette inhibition est restreinte à 

certains acides aminés du domaine C2 étant donné que la fixation d’un autre anticorps 

monoclonal sur le domaine C2 (ESH-8) n’affecte pas l’internalisation du FVIII. Enfin, 

l’administration de FVIII complexé à la portion F(ab’)2 de BO2C11 est associée à une réponse 

immunitaire moindre in vivo. Il est à noter que BO2C11 est également capable de bloquer 

l’interaction du FVIII avec le vWF (Spiegel et al., 2001). Etant donné que le vWF participe au 

maintien de la biodisponibilité du FVIII en circulation, il est possible que la réduction de 

l’immunogénicité observée in vivo soit la conséquence d’une clairance plus rapide du FVIII et 

non pas d’une reconnaissance moindre du domaine C2 par les CPA. L’administration d’un 

FVIII muté incapable d’interagir avec le vWF en complexe avec BO2C11 a permis de retrouver 

une réduction de la réponse immunitaire similaire à ce qui avait été observé précédemment. Les 

résultats suggèrent donc un rôle important des acides aminés localisés au sein de l’épitope de 

BO2C11 sur le domaine C2 du FVIII. 

Il est intéressant de noter qu’en inhibant le domaine C1 par l’anticorps Km33, l’endocytose est 

complètement abrogée. Il en est de même lorsqu’on bloque le domaine C2 du FVIII avec 

l’anticorps BO2C11. Comment expliquer que les deux phénomènes soient possibles ? Il est 
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possible que la fixation de l’un ou l’autre des deux anticorps entraine une gêne stérique ou un 

changement de conformation du FVIII suffisant pour empêcher le domaine homologue 

d’interagir avec la membrane des CPA. De manière alternative, une contribution simultanée 

des deux domaines C pourrait être importante pour une liaison suffisamment stable pour 

permettre une internalisation du FVIII.  

Dans une seconde approche, pour confirmer le rôle du domaine C2 dans la réponse immunitaire 

dirigée contre le FVIII, des acides aminés de l’épitope ciblé par BO2C11 sur le FVIII ont été 

mutés: il s’agit de l’Arg2215 et de l’Arg2220, qui ont également été précédemment identifiées 

comme étant au contact des membranes phospholipidiques lors d’une interaction avec le FVIII 

(Gilbert et al., 2002; Lin et al., 2015; Spiegel et al., 2001). La fonctionnalité et l’intégrité 

conformationnelle des mutants générés ont été confirmées. D’autre part, conformément aux 

travaux de Lin et al., les mutants Arg2215Ala, Arg2220Ala et Arg2215Ala-Arg2220Ala 

présentaient des capacités de liaison à BO2C11 réduites (Lin et al., 2015).  

Similaires au FVIII muté dans le domaine C1 (Arg2090Ala/Lys2092Ala/Phe2093Ala) 

(Wroblewska et al., 2012), les FVIII mutants du domaine C2 présentent une réduction 

importante de leur endocytose et de leur présentation antigénique par des MO-DCs humaines 

et BM-DCs murines. Toutefois, les différentes mutations du FVIII n’ont pas modifié 

l’immunogénicité de ces derniers une fois administrés chez des souris déficientes en FVIII. De 

manière inattendue, cela était également le cas du FVIII muté en C1 alors qu’il avait été décrit 

comme étant moins immunogène in vivo dans un modèle murin d’hémophilie A sévère 

(Wroblewska et al., 2012). Ainsi, les résidus liant les phospholipides du domaine C2 mais aussi 

du domaine C1 contribuent-ils à la capture du FVIII, du moins in vitro.  

Il est alors possible d’imaginer un rôle synergique des régions liant les phospholipides dans les 

domaines C du FVIII pour l’internalisation du FVIII et la présentation antigénique par des CPA 

in vitro. Si les mutations introduites sont suffisantes pour altérer l’endocytose du FVIII in vitro, 

il est possible en revanche in vivo qu’elles ne le soient pas pour réduire significativement la 

réponse immunitaire anti-FVIII. Des études supplémentaires de mutagenèse dirigée ciblant des 

acides aminés supplémentaires présents sur l’épitope de BO2C11 pourraient lever le voile sur 

l’implication in vivo d’autres résidus chargés ou hydrophobes dont la mutation pourrait 

potentialiser l’effet observé in vitro. Enfin, il n’est pas exclu non plus que l’effet des mutations 

soit masqué in vivo par certains facteurs présents dans l’organisme, par exemple le vWF, 

comme cela sera discuté ultérieurement.  
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Voies d’internalisation pour le FVIII 

Si les résultats de la troisième étude suggèrent un rôle prédominant de certains résidus liant les 

phospholipides localisés dans les domaines C dans l’interaction du FVIII sur les CPA et sa prise 

en charge par des CPA, il n’en reste pas moins que le mécanisme d’internalisation d’un antigène 

demeure un processus cellulaire actif et que la simple fixation du FVIII à la membrane lipidique 

est insuffisante pour entrainer son internalisation.  

Des travaux menés au laboratoire par Dasgupta et al. avaient permis de découvrir que le 

traitement au préalable des MO-DCs avec de l’acide éthylène-diamine-tétraacétique (EDTA) 

bloquait complètement l’internalisation du FVIII par ces cellules, ce qui suggère que 

l’endocytose du FVIII nécessite la présence d’ions divalents (Dasgupta et al., 2007a). Dans 

cette étude, les auteurs avaient identifié le CD206 comme récepteur d’endocytose du FVIII ; 

son inhibition entrainait une réduction de la présentation antigénique du FVIII à des LT CD4+ 

spécifiques. Le blocage du CD206 par un antagoniste spécifique a toutefois seulement diminué 

de moitié la quantité de FVIII internalisée par les MO-DCs, suggérant ainsi l’existence d’autres 

voies d’entrée pour le FVIII. Par ailleurs, dans le système expérimental mis en place, la 

macropinocytose ne semblait jouer qu’un rôle marginal dans le processus d’internalisation du 

FVIII.  

Il avait été suggéré auparavant que l’endocytose du FVIII se déroulait en deux étapes et 

nécessitait au préalable une « pré-concentration » du FVIII à la surface des cellules après quoi 

il était transféré à un récepteur pour être endocyté (Sarafanov et al., 2001). Cette étape 

préliminaire mobiliserait les HSPG retrouvés dans la matrice extracellulaire des CPA. Si 

l’hypothèse des protéoglycanes à la surface des cellules a été remise en question dans les 

travaux de Herczenik et al. ainsi que dans ceux de Meems et al. (Herczenik et al., 2012a; Meems 

et al., 2011), le modèle de pré-concentration n’en reste donc pas moins plausible : le FVIII 

pourrait effectivement interagir avec un premier récepteur, HSPG ou autre, pour s’accumuler à 

la surface des cellules avant d’être pris en charge par un second récepteur pour être internalisé.  

Enfin, les résultats de ma thèse sur le rôle du complément sur l’endocytose du FVIII permettent 

d’imaginer un rôle des récepteurs aux fragments C3b et au composant C1q du complément 

comme médiateurs dans le cadre de l’endocytose du FVIII en présence de complément. Des 

résultats préliminaires ont permis d’avancer que le complément pourrait jouer un rôle additif 

ou synergique aux mécanismes précédemment décrits : en effet, alors que l’introduction de 

mutations dans le domaine C1 abroge l’endocytose du FVIII par des MO-DCs, la présence de 
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complément dans le microenvironnement permet de restaurer l’internalisation du FVIII par ces 

CPA (Figure 14), confirmant ainsi l’existence de voies alternatives à celles impliquant les 

domaines C du FVIII, en tout cas in vitro.  

Figure 14. Internalisation du FVIII muté dans le domaine C1 en présence de complément. 

Du FVIII normal (FVIIIWT) ou muté en Arg2090Ala/Lys2092Ala/Phe2093Ala dans le domaine 

C1 (FVIIIC1) ont été pré-incubés dans 20% de sérum AB humain normal (NS) ou inactivé à la 

chaleur (HIS) pendant 1h à 37°C. Les échantillons ont ensuite été incubés en présence de MO-

DCs âgées de 5 jours pendant 2h à 4°C ou 37°C. Les cellules ont ensuite été fixées, 

perméabilisées et le FVIII endocyté détecté à l'aide d'un anticorps monoclonal anti-FVIII (clone 

77IP52H7) couplé au FITC. La valeur d'intensité médiane de fluorescence (MFI) mesurée à 

4°C a été retirée de celle obtenue à 37°C, pour éliminer le signal dû à la liaison du FVIII à la 

surface. Les résultats sont représentatifs de 5 expériences indépendantes. 

Ainsi, l’ensemble des résultats de ma thèse permet de dresser une liste de mécanismes potentiels 

à l’origine de l’internalisation du FVIII par des CPA professionnelles (Figure 15).  

En absence de complément, les résultats obtenus permettent d’imaginer un modèle 

d’internalisation « en deux étapes », dans lequel le FVIII pourrait se fixer directement via ses 

domaines C à la membrane plasmique des CPA. Toutefois, l’endocytose nécessitant un 

mécanisme actif, il se pourrait dans un second temps que le FVIII interagisse avec des 

récepteurs d’endocytose à la surface des CPA pour entrer à l’intérieur des cellules. Dans ce 

modèle en deux étapes, le FVIII pourrait également se fixer dans un premier temps à un 

récepteur exprimé sur les CPA (ex : HSPG), potentiellement via ses domaines C, pour être pré-

concentré à la surface des CPA, avant d’être pris en charge dans un second temps par un 

récepteur d’endocytose. Le modèle « en une étape » décrit dans la littérature reste valable : il 

est possible d’imaginer que le FVIII se fixe à un récepteur de surface sur les CPA (ex : CD206) 

pour être ensuite directement endocyté.  
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En présence du complément, le FVIII peut en plus interagir avec ses composants ou avec les 

fragments générés suite à l’activation du complément dans le microenvironnement. Ces 

molécules peuvent se lier aux récepteurs du complément exprimés à la surface des CPA et 

impliqués dans les processus de phagocytose. Dans cette configuration, les molécules du 

complément servent de médiateurs à l’internalisation du FVIII. Enfin, on peut imaginer un 

modèle dans lequel le FVIII se pré-concentre à la surface des CPA via ses domaines C, avant 

d’interagir avec les molécules du complément dans le microenvironnement. Les complexes 

formés pourraient alors se lier à des récepteurs d’endocytose pour induire l’entrée du FVIII 

dans les CPA. 

Figure 15. Mécanismes potentiels d’endocytose du FVIII par les CPA. Le modèle en une 

étape représente l’internalisation du FVIII par l’intermédiaire d’un récepteur qui se lie le FVIII 

de manière spécifique et qui déclenche le processus d’endocytose une fois le FVIII fixé. Le 

modèle en deux étapes réunit plusieurs mécanismes : le FVIII interagit dans un premier temps 

soit avec la membrane des CPA directement via ses domaines C soit avec un récepteur pour 

être pré-concentré à la surface des CPA. Dans un second temps, le FVIII est transféré à un 

récepteur qui déclenche l’endocytose du FVIII. Dans le modèle dépendant du complément, les 

molécules du complément peuvent se lier aux récepteurs du complément exprimés à la surface 

des CPA et servir de médiateurs au FVIII. Il est possible que le FVIII se pré-concentre à la 

surface des CPA via ses domaines C, avant d’interagir avec les molécules du complément. Les 

complexes formés permettraient l’entrée du FVIII dans les CPA via une interaction avec des 

récepteurs du complément (D’après (van Haren et al., 2012)). 
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Précaution quant à l’extrapolation des résultats in vivo : le rôle complexe du vWF 

L’une des limites dans les travaux présentés dans cette thèse ainsi que dans l’étude de manière 

générale de l’immunogénicité du FVIII demeure le recours à des modèles expérimentaux in 

vitro réducteurs qui ne se focalisent que sur le FVIII. Ces derniers ne reflètent pas fidèlement 

la complexité et les cinétiques des interactions cellulaires et moléculaires qui surviennent en 

physiologie. En effet, le FVIII circule dans le sang complexé à sa protéine chaperonne, le vWF. 

Le vWF transporte le FVIII aux sites de saignement et le protège d’un catabolisme prématuré. 

Or, de nombreuses études in vitro sont conduites en absence de VWF et écartent donc une 

interférence éventuelle de cette molécule sur les phénomènes étudiés.  

Plusieurs travaux ont été menés au laboratoire pour déterminer l’impact du vWF sur la réponse 

immunitaire anti-FVIII. Dasgupta et al. ont ainsi clairement montré in vitro que le vWF 

empêchait quasi-complètement l’endocytose du FVIII par des MO-DCs humaines, conduisant 

ainsi à une présentation antigénique à des LT CD4+ spécifiques marginale (Dasgupta et al., 

2007b). Ces résultats ont été confirmés par la suite (Herczenik et al., 2012a; Sorvillo et al., 

2016). Bien que le mécanisme exact soit inconnu, il est possible que le vWF provoque une gêne 

stérique ou un phénomène de compétition qui empêcherait l’interaction du FVIII aux surfaces 

phospholipidiques ou des récepteurs de surface. In vivo, Delignat et al. ont montré que 

l’administration chez des souris hémophiles A sévères de FVIII dérivé de plasma, qui contient 

entre autres du vWF, induisait une réponse immunitaire anti-FVIII plus faible que l’injection 

de FVIII d’origine recombinante. D’autre part, la co-administration de FVIII avec du vWF 

recombinant exogène en excès réduisait les titres en anticorps inhibiteurs anti-FVIII (Behrmann 

et al., 2002; Delignat et al., 2012). Toutefois, il est à noter que le vWF humain étant également 

immunogène chez la souris, la réduction de l’immunogénicité du FVIII pourrait être due à une 

compétition antigénique (Reipert et al., 2003). Néanmoins, l’ensemble des résultats acquis 

permet d’affirmer que le vWF est capable de perturber la réponse immunitaire dirigée contre le 

FVIII.  

Dans la troisième étude de ma thèse, si les mutations introduites dans les domaines C du FVIII 

altéraient l’internalisation et la présentation antigénique du FVIII in vitro, en absence de vWF, 

elles ne modifient en rien l’immunogénicité de la molécule in vivo une fois administrée à des 

souris déficientes en FVIII. Cependant, la réponse immunitaire anti-FVIII était réduite in vivo 

pour le FVIII muté sur le domaine C1 si ce dernier était administré à des souris déficientes à la 
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fois en FVIII et en vWF. Ceci suggère que le vWF peut moduler l’immunogénicité du FVIII en 

masquant l’effet protecteur de la mutation introduite.  

Le vWF présente donc un rôle ambigu et plusieurs études récentes se sont attachées à mieux 

l’évaluer : ainsi Van Schooten et al. ont-ils montré que le FVIII administré à des souris était co-

localisé avec le vWF au niveau des macrophages de la rate et du foie (van Schooten et al., 

2008), ce qui indique que le complexe FVIII/vWF pouvait être endocyté ensemble. In vitro, 

Sorvillo et al. ont par la suite observé que les MO-DCs étaient incapables d’internaliser le vWF 

(Sorvillo et al., 2016). Enfin, Castro-Nunez et al. ont observé que l’endocytose du FVIII en 

condition statique par des macrophages dérivés de monocytes humains était réprimée par la 

présence de vWF (Castro-Núñez et al., 2012), à l’instar des observations que nous avions faites 

sur les MO-DCs (Dasgupta et al., 2007b). Toutefois, à l’image des forces de friction exercées 

par le sang sur l’endothélium vasculaire, si une contrainte de cisaillement est appliquée sur les 

macrophages, le vWF perd son caractère protecteur et le complexe FVIII/vWF formé est alors 

endocyté par les cellules. Pour finir, les résultats de la première étude de ma thèse montrent que 

la présence de vWF dans le sérum humain utilisé comme source de complément ne module en 

rien l’effet adjuvant du complément sur l’endocytose et la présentation antigénique du FVIII 

par des CPA professionnelles. Ces résultats sont extrêmement importants car ils suggèrent un 

rôle protecteur du vWF sur certains mécanismes d’endocytose, mais pas sur ceux qui sont 

dépendants des molécules du complément. Des études approfondies sont donc nécessaires pour 

clarifier la contribution réelle du vWF à l’immunogénicité du FVIII in vivo et déterminer de 

quelle manière, où et sous quelle forme le FVIII est capturé par le système immunitaire.  

3. Implications thérapeutiques potentielles 

La survenue d’anticorps inhibiteurs chez les patients hémophiles A et le recours à des stratégies 

thérapeutiques alternatives et contraignantes ne facilitent en rien la prise en charge des patients. 

Les résultats obtenus au cours de ma thèse montrent qu’il est possible de moduler la réponse 

immunitaire dirigée contre le FVIII de plusieurs manières. Celles-ci pourraient potentiellement 

être appliquées à terme en clinique.  

Le développement d’outils pour moduler ou interférer avec le système du complément fait 

actuellement l’objet d’un intérêt croissant. En effet, de nombreuses études indiquent une 

contribution majeure sinon importante du complément dans plusieurs pathologies telles que la 

polyarthrite rhumatoïde, la dégénérescence maculaire liée à l’âge ou encore le syndrome 

hémolytique et urémique atypique (Wagner and Frank, 2010; Morgan and Harris, 2015). 
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Plusieurs médicaments ciblant l’activation du complément ont ainsi déjà reçu l’autorisation de 

mise sur le marché et sont à l’heure actuelle utilisés en thérapie (inhibition du composant C5 

avec l’éculizumab (Soliris®), inhibition de la voie classique avec des inhibiteurs de sérine 

protéases (Berinert®, Cinzyze®)) tandis que d’autres donnent des résultats prometteurs dans 

des essais cliniques. Le ciblage thérapeutique de l’activation du complément constitue donc une 

piste intéressante qui pourrait être appliquée pour moduler l’immunogénicité des protéines 

thérapeutiques.  

Ma stratégie d’avoir recours au CVFh, molécule dérivée du composant C3b humain et mutée 

pour présenter l’activité catalytique d’un activateur du complément, a permis de réduire de 

manière spécifique la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII exogène administré chez la 

souris hémophile et ce, en déplétant le complément sur un laps de temps court (24 heures). 

D’autre part, le traitement n’a en rien altéré la biodisponibilité du FVIII dans le sang et aucune 

immunogénicité entravant la fonction du CVFh n’a été constatée (observation personnelle). 

Notre stratégie dispose donc de propriétés intéressantes à première vue en termes de toxicité et 

de pharmacocinétique. Mes résultats indiquent cependant que la modulation du complément au 

cours d’une réponse secondaire dirigée contre le FVIII n’altère pas l’immunogénicité de la 

protéine thérapeutique. En procédant à un parallèle avec les patients, mes résultats suggèrent 

que la déplétion transitoire du complément n’aurait un impact sur la réponse immunitaire anti-

FVIII que chez des sujets n’ayant jamais été sensibilisés au FVIII. La thérapie devrait donc être 

réalisée en même temps que les premières injections de FVIII chez les patients, ce qui en 

pratique n’est pas forcément aisé, notamment du point de vue éthique, compte tenu de 

l’incidence des anticorps inhibiteurs chez les patients hémophiles et de la population 

majoritairement pédiatrique. Des études sont donc nécessaires pour approfondir et améliorer 

cette stratégie avant de l’envisager dans notre arsenal thérapeutique dans l’hémophilie A.  

L’étude des domaines C du FVIII dans la réponse immunitaire anti-FVIII a, quant à elle, 

souligné l’importance de la structure du FVIII pour sa reconnaissance et sa prise en charge par 

le système immunitaire. On sait qu’il existe sur le marché à l’heure actuelle plusieurs formes 

de FVIII dont la structure est expressément modifiée pour acquérir de nouvelles 

caractéristiques : FVIII couplé au fragment Fc ou au polyéthylène glycol. Le FVIII présentant 

une demi-vie courte, ces FVIII de dernière génération, modifiés par bio-ingénierie, disposent 

d’un temps de circulation dans le sang allongé (multiplié par 1,5, (Ing et al., 2016)).  
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Il serait donc intéressant de voir si des modifications supplémentaires peuvent apporter des 

fonctions nouvelles au FVIII, en l’occurrence, une réduction de son immunogénicité. 

Cependant, mes résultats obtenus in vivo indiquent que les mutations des domaines C ne 

réduisent la réponse immunitaire anti-FVIII qu’en l’absence de vWF. Or, les patients 

hémophiles ne présentent pas de déficit combiné en FVIII et en vWF : les perspectives 

d’application clinique sont donc faibles de ce point de vue. Une solution alternative serait 

toutefois de parvenir à générer un FVIII muté sur ses domaines C et qui ne se fixerait pas au 

vWF. Cependant, le vWF étant la molécule chaperonne du FVIII et celle qui assure la 

biodisponibilité du FVIII, le FVIII muté devra également être modifié pour avoir une demi-vie 

similaire à celle du FVIII natif, si ce n’est pas meilleur, pour ainsi présenter un avantage 

compétitif par rapport aux autres formes de FVIII actuellement disponibles sur le marché. De 

nombreuses études demeurent donc indispensables avant de pouvoir envisager l’utilisation 

d’une telle molécule pour prévenir l’apparition de la réponse immunitaire dirigée contre le 

FVIII.  
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L’immunogénicité du FVIII thérapeutique et l’apparition consécutive d’anticorps neutralisants 

constituent un frein majeur au traitement des patients hémophiles A. Bien que de nombreux 

travaux ont été réalisés et ont permis de mieux comprendre le déroulement de la réponse 

immunitaire dirigée contre le FVIII, les mécanismes à l’origine de l’initiation de la réponse 

immunitaire restent encore à être découverts. Au cours de ma thèse, j’ai pu mettre en évidence 

de nouveaux facteurs participant à l’endocytose du FVIII par des CPA professionnelles. 

Dans la première partie de ma thèse, j’ai mis en évidence une contribution du système du 

complément dans la réponse immunitaire primaire anti-FVIII. Le complément est capable de 

moduler in vivo la survenue d’anticorps inhibiteurs dans un modèle murin d’hémophilie A 

sévère. Les résultats obtenus in vitro suggèrent que l’activation du complément et la génération 

consécutive de fragments C3b mais également le composant C1q du complément facilitent 

l’internalisation du FVIII par les CPA et sa présentation antigénique à des lymphocytes T 

spécifiques. Alors que le complément est connu pour ses implications dans les réponses 

immunitaires contre les agents pathogènes, il s’agit à notre connaissance de la première 

description de l’implication du système du complément dans les réponses immunitaires dirigées 

contre une protéine thérapeutique.  

De plus, tous les travaux menés sur le FVIII jusqu’à présent avaient ignoré le rôle potentiel du 

complément, pourtant bien présent in vivo. Des études complémentaires seront nécessaires pour 

élucider les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l’endocytose du FVIII par les CPA en 

présence de complément. Les résultats obtenus ouvrent un vaste champ de questions : y a-t-il 

d’autres composants du complément susceptibles de participer à la capture du FVIII mais aussi 

à l’ensemble de la réponse immunitaire anti-FVIII ? En particulier, les fragments C3b peuvent 

être inactivés et convertis en plusieurs sous-fragments successifs aux rôles physiologiques 

multiples : le fragment C3d est un fragment capable d’amplifier les réponses immunitaires. A 

l’inverse, le fragment iC3b présente des propriétés tolérogènes. A l’instar du fragment iC3b, le 

composant C1q a fréquemment été impliqué dans l’induction de tolérance immunitaire. Ainsi 

serait-il pertinent, pour apprécier le rôle du complément, de disséquer les implications 

éventuelles de ces autres molécules du complément et de déterminer leurs rôles potentiels 

opposés ou synergiques. Enfin, que se passe-t-il in vivo ? De quelle manière le complément 

peut-il être impliqué ? Une étude menée au laboratoire avait montré un rôle prépondérant de la 

rate dans la mise en place de la réponse immunitaire primaire dirigée contre le FVIII, 

notamment des macrophages métallophiliques de la zone marginale splénique (Navarrete et al., 

2009). Il serait intéressant de déterminer l’expression des récepteurs du complément à leur 
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surface et voir si ces derniers pourraient être impliqués dans l’induction de la réponse 

immunitaire anti-FVIII.  

De nombreux traitements ciblant les molécules du complément existent actuellement pour 

réprimer une activation du complément dans le cas de rejets de greffe, de sepsis ou de 

dégénérescence maculaire liée à l’âge, ou, a contrario, stimuler son activité dans le cas 

d’infections bactériennes ou de cancers (Melis et al., 2015). Certains traitements favorisent la 

réactivité du complément tandis que d’autres stimulent des processus tolérogènes. Bien que des 

études complémentaires soient nécessaires pour déterminer si le complément peut constituer 

une cible potentielle, des résultats concluants pourraient déboucher à terme sur des nouvelles 

stratégies thérapeutiques utilisant des modulateurs du complément pour prévenir l'apparition 

d'allo-anticorps anti-FVIII. 

Dans la seconde partie de ma thèse, j’ai mis en évidence un rôle du domaine C2 dans 

l’immunogénicité du FVIII. L’inhibition du domaine C2 empêche l’apparition de la réponse 

immunitaire dirigée contre le FVIII in vivo. Les résultats obtenus in vitro soulignent, à l’instar 

du domaine C1, l’importance du domaine C2 pour l’endocytose et la présentation antigénique 

du FVIII par des CPA professionnelles, notamment un rôle majeur de l’acide aminé Arg2215 

pour la reconnaissance du FVIII par les cellules. Il est probable que les deux domaines C du 

FVIII agissent de concert pour permettre sa fixation sur les CPA et son internalisation, toutefois, 

en absence de vWF. Mes travaux soulignent également le rôle complexe du vWF, seulement 

en absence duquel l’immunogénicité des FVIII mutés en C1 et C2 est réduite in vivo. Il est 

possible que la liaison du vWF au FVIII entraine un changement de conformation ne permettant 

pas aux domaines C d’être exposés, ce qui empêcherait l’interaction du FVIII avec des 

récepteurs exprimés à la surface des CPA. Ainsi, des études approfondies de l’interaction entre 

le FVIII et le vWF sont-elles nécessaires pour mieux cerner comment le vWF peut influencer 

l’immunogénicité du FVIII.  

Notre observation d’une immunogénicité du FVIII identique que celui-ci soit ou non capable 

de se lier au vWF, soulève des interrogations : comment expliquer qu’un FVIII dont la demi-

vie est de 18 minutes soit aussi immunogène qu’un FVIII circulant pendant 7 heures ? Il est 

possible que le FVIII soit plus facilement reconnu et pris en charge par les CPA en absence du 

vWF mais des travaux doivent être réalisés pour répondre à cette interrogation. Enfin, ces 

résultats posent finalement la question de la façon par laquelle le FVIII est reconnu in vivo par 

les CPA : sous forme libre ou sous forme de complexe FVIII/vWF ? Sous sa forme activée ? 
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Les études récentes ont permis d’apporter des éléments de réponse à ces interrogations mais il 

reste beaucoup à faire pour mieux comprendre le processus de reconnaissance du FVIII par le 

système immunitaire.  

En conclusion, mon travail de thèse a mis en évidence la contribution du système du 

complément, cet acteur majeur du système immunitaire et de l’inflammation, dans la réponse 

immunitaire dirigée contre le FVIII thérapeutique et largement ignoré jusqu’à présent dans 

l’étude de l’immunogénicité du FVIII. Mon travail a également permis de pointer le rôle 

prédominant de certains déterminants structurels du FVIII pour expliquer sa prise en charge par 

le système immunitaire. Enfin, mes résultats soulignent les limites des modèles expérimentaux 

utilisés actuellement dans l’étude de l’immunogénicité du FVIII. Des études approfondies pour 

déterminer exactement l’implication du complément dans l’immunogénicité du FVIII ainsi que 

les récepteurs cellulaires impliqués dans l’internalisation du FVIII sont nécessaires. Elles 

permettraient à terme le développement de FVIII thérapeutiques moins immunogènes ou encore 

la mise en place de nouvelles stratégies thérapeutiques immuno-modulatrices. 
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