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Résumé

L’hémophilie A est une maladie rare liée au chromosome X due a I'absence de facteur VIII
(FVIII) fonctionnel de la coagulation. Elle est causée par une mutation du géne F8 et se
traduit par des symptomes cliniques plus ou moins invalidants selon la sévérité de la
maladie. On constate I'apparition d’hémorragies ponctuelles suite a un traumatisme pour
les formes les plus légeres, des hémorragies spontanées au niveau des articulations
(hémarthroses) ou des tissus mous (hématomes) qui peuvent provoquer des
arthropathies invalidantes ou mettre le pronostic vital en jeu. La prévention ou le
traitement des saignements se fait par injection de FVIII thérapeutique recombinant.
L’injection de ce FVIII exogéne provoque, chez 25 a 30% des patients, I'apparition d’'une
réponse immunitaire anti-FVIII. Cette réponse immunitaire se traduit par 'apparition
d’anticorps anti-FVIII qui neutralisent I'activité pro-coagulante du FVIII, appelés donc
« inhibiteurs ». Cette complication de la thérapie de substitution méne les patients a une
impasse thérapeutique. La réponse anti-FVIII est décrite comme une réponse
immunitaire T-dépendante classique au cours de laquelle le FVIII est endocyté et apprété
par des cellules présentatrices d’antigéne. Les peptides du FVIII sont présentés sur le
complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) et reconnus par des
lymphocytes T naifs via leur récepteur (TCR). Ils s’activent et activent a leur tour des
lymphocytes B via leur récepteur (BCR) qui, aprés activation, se différencient en
plasmocytes et synthétisent les inhibiteurs, ou en lymphocytes B mémoires qui, lors d’'une
nouvelle rencontre du FVIII, pourront déclencher une réponse plus forte et plus rapide.
La stratégie la plus couramment utilisée pour traiter les patients avec inhibiteurs
I'induction de tolérance immunitaire (ITI) et consiste en l'injection répétée de fortes
doses de FVIII sur une longue période. Cependant, ce traitement est extrémement

contraignant pour le patient, est trés coliteux et n’est efficace que dans 60 a 80% des cas.

Au cours de ma these, j’ai tout d’abord souhaité proposer et valider une nouvelle stratégie
thérapeutique, alternative a la thérapie de substitution, utilisant un ARNm codant le FVIII.
La courte demi-vie du FVIII (environ 12h) oblige les patients a des injections régulieres
de FVIIL L'utilisation d’'un ARNm codant le FVIII permettrait une production plus longue
de FVIII, sans se confronter aux difficultés induites par la thérapie génique. J'ai ainsi
montré que les ARNm codant le FVIII, lorsqu’ils sont formulés dans des nanoparticules
lipidiques (LNP), permettent la production de FVIII endogéne in vitro et in vivo. De plus,

I'injection de 3pug d’ARNm permet d’atteindre, 24h apres l'injection, 40% des taux
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normaux de FVIII et permet une présence de 6 fois plus de FVIII que la quantité de FVIII
injectée lors de la thérapie de substitution. Tout comme le FVIII thérapeutique, le FVIII
endogene est retrouvé dans la zone marginale de la rate, mais je n’ai détecté aucune
production hépatique. Enfin, j’ai démontré qu'une seule injection d’ARNm permet une

correction totale du phénotype hémorragique chez la souris déficiente en FVIIL

Le deuxiéme aspect de ma thése a consisté a étudier la possibilité d’inhiber la réponse
immunitaire anti-FVIII par inhibition des lymphocytes B via l'inhibition de la voie de
signalisation du BCR. Avec Sandrine Delignat, nous avons ainsi étudié l'effet d'un
inhibiteur de la Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk), une kinase centrale dans I'activation du
lymphocyte B. Nous avons ainsi montré que 'inhibition de la Btk ne permettait pas de
prévenir I'apparition d'une réponse immunitaire dirigée contre le FVIII. En revanche, des
expériences de transfert adoptif chez des souris déficientes en FVIII nous ont permis de
montrer que cette inhibition permet d’altérer la réponse mémoire anti-FVIII. En effet, les
souris qui ont recu des lymphocytes B mémoires spécifiques du FVIII ne développent pas
de réponse mémoire lorsqu’elles sont traitées avec I'inhibiteur de la Btk, en plus du FVIII.
Alinverse, on constate 'apparition d’inhibiteurs chez les souris simplement traitées avec
du FVIII apres le transfert de lymphocytes B mémoire. Des expériences in vitro nous ont
également permis de montrer que cette inhibition de la Btk avait pour effet I'inhibition de

la différenciation des cellules B mémoires en plasmocytes.

Enfin, la derniere partie de ma thése m’a permis de caractériser une lignée de souris
hémophiles transgéniques pour l'allele HLA-DRB1*01:01 du CMH II humain. J'ai en effet
caractérisé des souris déficientes en FVIII, pour les CMH I et Il murins, mais exprimant les
CMH I et II humains. J'ai ainsi montré que ces souris naives produisaient plus d'IgM et
moins d'IgG que les souris hémophilies exprimant les CMH murins. J'ai également montré
que cela est associé a une modification du nombre de lymphocytes B folliculaires, mais
pas du nombre de cellules présentatrices d’antigéne. De plus, les lymphocytes T ont la
méme capacité a proliférer dans les deux lignées. J'ai ensuite caractérisé la réponse
immunitaire anti-FVIII chez ces souris et j’ai confirmé la prévalence des IgM anti-FVIII par
rapport aux IgG anti-FVIII et confirmé la méme prolifération des lymphocytes T en
réponse au FVIIL J'ai étudié I'expression du CMH humain par les cellules présentatrices
d’antigene de ces souris et, sij’ai confirmé la perte d’expression du CMH murin, je n’ai pas

détecté d’expression du CMH humain.



Les résultats obtenus lors de ma these permettent d’envisager une autre stratégie pour le
traitement des patients hémophiles. La technologie des ARNm transcrits in vitro (IVT
mRNA) permet la production de molécules endogenes, méme dans le cas ou, comme pour
le FVIII, les taux de traduction sont tres faibles. Des études restent cependant a mener
quant a 'immunogénicité de cette stratégie, ainsi qu’a la possibilité d’améliorer le ciblage
des cellules transféctées apres injection. De méme, des études approfondies sont a mener
pour améliorer la stratégie d’inhibition de la Btk. Si ce traitement permet I'inhibition de
la réponse mémoire, il serait intéressant d’améliorer sa spécificité. L'inhibition ne touche
que les lymphocytes B qui fixent un antigene sur le BCR, mais quel que soit cet antigéne.
Enfin, la possibilité d’avoir un modele murin exprimant un CMH Il humain ouvre la voie a
de tres nombreux projets. En effet, une étude des peptides présentés par le HLA-
DRB1*01:01 deviendrait possible, ainsi que la génération de FVIII muté sur les peptides
T reconnus par cet allele. Des études complémentaires sont néanmoins nécessaires afin
de comprendre les mécanismes responsables de 'absence de CMH II a la surface des

cellules de cette lignée transgénique.
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INTRODUCTION

I. Hémophilie A et FVIII
1. Historique de ’hémophilie

Bien avant sa description et sa caractérisation, I'hémophilie est évoquée des le I¢r siecle
de notre ere. Rabban Shimon ben Gam liel (environ -10 av. JC - 70 ap. ]JC) interdit en effet
la circoncision d'un gargon, car les fils de trois de ses tantes sont décédés de saignements
consécutifs a l'acte. Un siecle plus tard, Rabbi Juda Ha-Nassi autorise dans la Mishna
(premiere partie du Talmud), qu'un bébé de sexe masculin ne soit pas circoncis, si deux
de ses freres sont déja décédés de saignements suite a cette pratiquel2.

Au cours du XIXe siécle, de nombreuses appellations sont utilisées pour décrire ce
syndrome : idiosyncrasie hémorragique, hématophilie, diathese hémorragique
héréditaire, maladie hémorragique... Pour la premiere fois, Hopff utilise en 1828, le terme
d’ « hémophilie » - haima (sang en grec) et philia (amour)3. C’est également au cours de
ce siecle que nait la Reine Victoria du Royaume-Uni, porteuse asymptotique d’une
mutation causant ’hémophilie. Sa descendance étant présente dans la majorité des cours
d’Europe, on trouvera cette mutation dans de trés nombreuses familles royales, jusqu’a
celle du dernier tsar de Russie. C’est ce qui vaudra a I'hémophilie d’étre appelée « la
maladie Royale ». Cependant, c’est de I'hémophilie B dont il s’agit ici comme cela a
récemment été découvert*; depuis 1952 et les travaux d’Aggeler> et de Biggs®, deux types
d’hémophilie sont connus : 'hémophilie A si le gene codant le facteur VIII (FVIII) est

invalidé et hémophilie B si c’est celui codant le facteur IX (FIX).

2. Description de I'hémophilie A

L’hémophilie A est une maladie hémorragique qui affecte environ 1 naissance masculine
sur 5 0007, ce qui en fait une des maladies hémorragiques les plus fréquentess. Elle est
causée par différentes anomalies du gene F8 codant pour le FVIII de la coagulation. Ces
mutations induisent un déficit quantitatif et/ou qualitatif de FVIII, ce qui se traduit par
une importante hétérogénéité phénotypique de la maladie. Selon I'activité résiduelle du
FVIIIL, 'hémophilie est qualifiée de sévére si I'activité résiduelle est inférieure a 1% de
celle d'un plasma normal, de modérée entre 1 et 5% ou de mineure si elle est supérieure

a 5%°.
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Ces sévérités concernent respectivement 50%, 10% et 40% des patients hémophiles A10
et se traduisent par des manifestations cliniques tres diverses. Dans les cas les plus légers,
les hémorragies sont ponctuelles et font souvent suite a un traumatisme ; par exemple
lors d'une petite chirurgie. En revanche, dans les formes les plus séveres de la maladie,
des hémorragies peuvent advenir spontanément et de maniere chronique. Des
hémorragies internes apparaissent en particulier au niveau des articulations
(hémarthroses) pouvant déclencher des arthropathies invalidantes et conduire a la
paralysie. Ces hémarthroses, trés caractéristiques de I'hémophilie, ont d’ailleurs été
décrites dés 1890 par Konig!l.

Des hémorragies se développent également au niveau des tissus mous (hématomes) qui,
lorsqu’elles concernent le cerveau, peuvent engendrer des séquelles neurologiques voire
mettre en jeu le pronostic vitall2. En effet, les hémorragies intracérébrales concernent
7,5% des hémophiles!3 et sont 40 a 80 fois plus fréquentes chez les nouveau-nés

hémophiles que dans la population généralel4.

3. Génétique de I'hémophilie A

L’hémophilie A est une maladie qui touche presque exclusivement les hommes. C’est ce
qu’observe Christian Friedrich Nasse en 1820 en étudiant des familles sujettes a des
saignements mortels. Il constate également que les hommes, bien qu’ayant une
« disposition héréditaire aux saignements mortels », ne transmettent pas la maladie. C’est

la premiere description de la transmission récessive de '’hémophilie A.

Le gene F8

Nous savons aujourd’hui que le géne F8 codant pour le FVIII est situé en position 28 du
bras long du chromosome X (Xq28) et que son expression est récessive ; ce qui explique
qu’en cas de mutation délétere sur un chromosome X, les femmes soient porteuses de la
maladie tandis que les hommes en sont atteints. Ce propos est cependant a nuancer par
de rares exceptions de femmes atteintes d’hémophilie A, notamment a cause d’un défaut
d’inactivation du chromosome X portant la version muté de F815. Le gene codant le FVIII
est extrémement long, puisqu’il s’étend sur 186 kb et est composé de 26 exons!¢. Il est

transcrit en un ARN messager (ARNm) d’environ 9 kb comprenant une région 5 non

15
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traduite (untranslated - 5" UTR) de 150 nucléotides et d’'une région 3’ UTR de 1806
nucléotides, encadrant la région codante de 7056 nucléotides. Cette région codante est
ensuite traduite en une protéine de 2332 acides aminés (aa) précédée d’'une séquence
signal de 19 aa permettant I'adressage de la protéine au réticulum endoplasmique (RE)

puis sa sécrétion.

1 22 26
Gene F8
5 3
| 186 kb |
I 1
l Transcription
ARNm codant le FVIII
5°-UTR Région codante pour le FVIII 31;;’21}
(150 nf) (7056 nt) (1806 nt)
1 Traduction
-19 1 2332

Protéine FVIII N-ter VIl C-ter

Figure 1. Production du FVIIL. Chez I'homme, le géne F8 (bleu clair) est situé en position Xq28
du chromosome X, fait 186 kb et est composé de 26 exons (bleu foncé). Sa transcription engendre
un ARNm de 9012 nucléotides (nt) dont 7056 constituent la région codante. La traduction de cette
région codante donne une chaine polypeptidique de 2351 acides aminés (aa) dontles 19 premiers
constituent un peptide signal d’adressage au réticulum endoplasmique (gris foncé).

Anomalies génétiques menant a I’hémophilie A

A T'heure actuelle, des bases de données telles que « CDC Hemophilia A Mutation Project
(CHAMP) » listent pres de 3 000 mutations du géne F8 et y associent la sévérité de
I’'hémophilie observéel?.

La grande majorité des mutations sont des mutations ponctuelles, c’est-a-dire qu’elles
concernent un seul nucléotide. Elles ont des conséquences variables et résultent en une
sévérité de la maladie différente. Les mutations non-sens (11,1% des mutations dans
CHAMP), qui engendrent I'apparition d’'un codon-stop et aboutissent donc a une protéine

tronquée, sont associées dans 90% des cas a une hémophilie A sévere. En revanche, les
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mutations faux-sens (49%), qui modifient I'acide aminé synthétisé, résultent-elles en des
phénotypes différents. Cette variabilité dépend de la région de la protéine concernée et
des différences physico-chimiques entre I'acide aminé normal et celui qui le remplace
(hydrophobicité, encombrement stérique, polarité). En effet 38% des patients avec ce
type de mutation développent une hémophilie A mineure, soit presque autant que de
patients chez qui cela engendre une hémophilie A sévere (39%).

Les délétions sont le deuxiéme type de mutations les plus fréquentes chez les
hémophiles A. Elles concernent de petits (<50pb) ou de larges (>50pb) fragments d’ADN,
sont donc associées a des sévérités différentes et représentent 23% des mutations de la
base de données CHAMP. Ce pourcentage est plus important dans CHAMP que ce que I'on
trouve dans la littérature ou elles sont estimées entre 5% et 10% 18.

Concernant les hémophilies A séveres spécifiquement, elles sont consécutives dans 45%
des cas a un réarrangement génique qui est I'inversion de I'intron 2219-22, Cette inversion,
qui est due a la recombinaison de deux régions homologues, méne a la transcription des
exons 1 a 22 dans le sens 3’-5’ et des exons 22 a 26 dans le sens 5°-3’, ce qui aboutit a la
syntheése de deux ARNm incomplets.

Enfin, d’autres mutations peuvent modifier le cadre de lecture, ajouter/éliminer des sites
de glycosylation de la protéine ou modifier des sites d’épissage. A noter également que
dans certains cas, I'hémophilie A n’est pas causée par une mutation dans le géne F8 a
proprement parlé, mais dans ses séquences régulatrices, voire dans d’autres genes. En
effet, certaines mutations concernent des genes codant des protéines intervenant dans le

cycle de vie du FVIII], comme LMAN-1/ERGIC-5323 ou le facteur Willebrand (vWF)?24.

4. Cycle de vie du FVIII

Description du FVIII

Le FVIII est un cofacteur de la coagulation principalement synthétisé dans le foie2>-27, Ces
résultats ont été confirmés et affinés plus récemment, ou des études utilisant soit la
détection de 'ARNm codant le FVIII, soit une invalidation conditionnelle de F8, ont
démontré une production de FVIII par les cellules endothéliales sinusoidales?8. Il a
également été démontré que les cellules endothéliales permettent une synthése extra-

hépatique de FVIII2930. Un systeme de perfusion de poumons ex vivo a par exemple permis
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de détecter une production de FVIII par cet organe3l. De maniere générale, le FVIII semble
produit par les cellules endothéliales microvasculaires, principalement du foie, mais
également de certains autres organes32.

Le FVIII est une glycoprotéine traduite sous forme d'une chaine polypeptidique de 2351
aa. Elle est alors composée d'un peptide signal de 19 aa a son extrémité N-terminale suivi
d’'une séquence de 2332 aa divisée en 6 domaines (A1-A2-B-A3-C1-C2). Les trois premiers
domaines sont séparés par 30 a 40 aa riches en acides aspartiques (Asp) et acides
glutamiques (Glu), appelées « régions acides »33 et nommeées al, a2 et a3. Les domaines A
posseédent environ 40% d’homologie entre eux, avec le facteur V de la coagulation et avec
la céruloplasmine34. De la méme facon, les domaines C présentent des homologies avec
les domaines C du facteur V. Le domaine B lui, ne montre aucune homologie avec d’autres

protéines3>.

Synthese du FVIII

La séquence signal permet I'adressage a la lumiére du réticulum endoplasmique ou elle
est clivée, donnant la protéine mature de 2332 aa. C'est dans le RE que le FVIII subit des
N-glycosylations et interagit avec la calréticuline et la calnexine36. Une large proportion
(80%) interagit également avec la protéine BiP via le domaine A1, qui le retient dans le
RE pour dégradation37:38. Le reste passe dans l'appareil de Golgi de maniére ATP-
dépendante ou la maturation du FVIII se poursuit. Dans le Golgi, les N-glycosylations se
complexifient, des O-glycosylations et des sulfatations apparaissent. C’est également le
lieu des premieres protéolyses menant au FVIII fonctionnel.

En effet, le FVIII est clivé par une (des) protéase(s) intracellulaire(s) au niveau de
I'arginine 1613 (Arg!313) et de I'arginine 1648 (Argl648). Si la protéase clivant en position
1648 a eété décrite comme étant la furine340, son identité reste malgré tout
controversée#l. Quoi qu'il en soit, ce clivage en fin de domaine B aboutit a la séparation de
la chaine lourde (A1-al-A2-a2-B) d’une part et de la chaine légere (a3-A3-C1-C2) d’autre
part. Ces 2 chaines sont reliées de maniere non covalente par les domaines Al et A3, par
I'intermédiaire d’ions métalliques divalents, notamment le calcium, le cuivre ou le
manganeése*243, Cependant, il semble que les ions cuivre présents dans molécule de FVIII

jouent plutét un role auxiliaire dans I'amélioration de 'activité cofacteur du FVIII, que
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dans l'association de ses deux chaines#*4. C’est sous cette forme hétérodimérique inactive

qu’est sécrété le FVIII et qu'il circule dans le plasma a environ 0,1 pg/mL.

-191 1649 2025 2173 2332

1690
1649 2025 2173 2332
11690
Arg1313 Arg1648
1313

FVIII hétérodimérique
(FvIN) 1649 2332
Chaine légére

1690

Figure 2. Clivage intracellulaire du FVIIL Dans le réticulum endoplasmique, la séquence signal
est clivée et le polypeptide de 2332 aa est clivé au niveau des Arg1313 et Arg1648 dans I'appareil
de Golgi. C'est également dans 'appareil de Golgi que le FVIII subit des modifications post-
traductionnelles, comme des O-glycosylations, des N-glycosylations et des sulfatations de
tyrosines spécifiques. Le FVIII est alors sous forme hétérodimérique, avec une chaine lourde
(domaines Al-al-A2-a2-B) et une chaine légere (domaines a3-A3-C1-C2). Les deux chaines sont
associées de maniere non covalente par un ion divalent entre les domaines A1 et A3. Il est sécrété
sous cette forme dans le sang et interagit immédiatement avec le vWF.

Demi-vie du FVIII

Immédiatement apres sa sécrétion dans la circulation, le FVIII se fixe a sa protéine
chaperonne, le vWF. Il a en effet été déterminé que 50% du FVIII est complexé au vWF en
seulement 2 secondes*. De plus, il se fixe environ 50 molécules de vVWF par molécule de
FVIII et cette interaction est caractérisée par une forte affinité (entre 0.1 et 0.9 nM), mais
également une dissociation trés rapide (6,89.10-3 s-1)46, Cette interaction se fait via les
deux extrémités de la chaine légere, a la position Tyr1680 préalablement sulfatée dans le

Golgi*748 et via le domaine C24%950. Le premier role de l'interaction avec le facteur
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Willebrand est de protéger le FVIII d’une inactivation prématurée du FVIII par les
protéases et permet qu’il ne s’active qu’a proximité d’une 1ésion vasculaire jusqu’ou il
'escorte.

Par ailleurs, le vWF évite également une reconnaissance par les récepteurs impliqués
dans le catabolisme du FVIII et augmente ainsi considérablement sa demi-vie. En effet,
chez les individus ayant des taux normaux de vWF, la demi-vie du FVIII est d’environ
12 heures>l. En revanche, chez les patients atteints de déficiences en vWF (maladie de
Willebrand de type 3), elle est de 2,8 heures en moyenne>2. Il a d’ailleurs été montré que
chez les patients hémophiles A, 0,1 unité/mL de vWF en plus augmente de 17 minutes la
demi-vie du FVIII>3. Cependant, le vVWF circule en exces par rapport au FVIII, ce qui signifie
que cet effet est vrai a faible dose de vWF5%4 En revanche, la pertinence de cette
observation chez les patients avec des taux normaux de vWF est limitée, comme en
témoigne la moindre augmentation dans une cohorte de plus de 11 000 individus>>.
Enfin, nous verrons dans les chapitres suivants que le vVWF joue également un role

prépondérant quant a 'immunogénicité du FVIIL

Réle du FVIII

Lorsqu’une bréche vasculaire apparait, elle expose le sous-endothélium et sa matrice de
collagene a la circulation. Grace a une vasoconstriction concomitante, les plaquettes sont
ralenties et adherent a la matrice, s’agregent et s’activent pour recruter encore plus de
plaquettes et ainsi aboutir a la formation d’'un clou plaquettaire. L'ensemble de ce
processus correspond a ’hémostase primaire et donne lieu a la formation d’un clou
hémostatique. Chez les patients hémophiles A, I'hémostase primaire est normale.
Cependant, la présence de ce clou ne suffit pas a collapser la breche pour une bonne
coagulation. Il doit étre solidifié pour étre stabilisé et c’est a cette fin qu’est activée la
cascade de la coagulation.

La cascade de la coagulation consiste en l'activation séquentielle de zymogeénes
(précurseurs enzymatiques inactifs) par I'enzyme présente en amont dans la cascade. Ces
enzymes, appelées « facteurs » sont des sérines protéases qui doivent étre clivées pour

devenir actives. Une fois actives, elles clivent a leur tour le facteur suivant grace et leur
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cofacteur glycoprotéique qui catalyse la réaction. La cascade de la coagulation débute de
deux fagons distinctes : par la voie extrinseque et par la voie intrinseque.

Lavoie extrinseque se déclenche via le facteur tissulaire (FT) exposé, en plus du collagene,
lors de la 1ésion vasculaire. Ce FT active le Facteur VII présent dans le plasma en facteur
VII activé (FVII - FVIla). Le complexe FT-FVIIa active alors le Facteur X (FX — FXa). Le
FXa génére un peu de FVa>¢ auquel il se lie pour former le complexe prothrombinase, clive
la prothrombine et permet la génération des premieres molécules de thrombine. Cette
thrombine clive le FVIII au niveau de I'Arg372, I’Arg740 et I'Arg1689 avec pour conséquence

son activation (FVIII - FVIIIa)>7.

Arg372 Arg740
1 X X 1313
Al A2 B
P 374 740
FVIII hétérodimérique ( )
(FVIII) 1649 2332

1 372 740
R ]
FVIII actif y e \
(FVIlla) \i i

1690 2332

Figure 3. Activation du FVIIL. Lors de la cascade de la coagulation, la thrombine active le FVIII
en le clivant au niveau de la chaine lourde (Arg372 et Arg740) et de la chaine légére (Arg1689)
pour générer FVIII actif (FVIIIa). Les domaines al et A2 interagissent alors par des interactions
faibles (i111111111), le FVIIL est alors amputé du domaine B et libéré du vWF. Il peut se lier aux
phospholipides via son domaine C2 et interagit avec le FIXa via ses domaines A2 et A3. En bas a
droite : Structure cristallographique du FVIII (D’aprés van den Biggelaar et al,, ]J. Biol. Chem,,
2015).

En parallele, la voie intrinseéque s’initie par la fixation du Facteur XII sur des surfaces

chargées négativement du sous-endothélium. Ce FXII s’auto-active (FXII = FXIIa) et active
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le Facteur XI (FXI — FXIa). Ce dernier active a son tour le Facteur IX (FIX — FIXa). Le FIXa
s’associe alors a son cofacteur, le FVIIla en présence de calcium et de phosphatidylsérine
(PS) des plaquettes activées pour former le complexe ténase. Ce dernier se lie alors a son
substrat, le Facteur X pour I'activer (FX — FXa). Le FXa se trouve alors a la jonction des 2
voies d’activation et son importante génération entraine la génération de thrombine. La
thrombine transforme le fibrinogene en fibrine d’'une part et active le Facteur XIII (FXIII
— FXIlla), aboutissant a la stabilisation du caillot de fibrine par le FXIIIa%8. Par ailleurs, la
génération de thrombine sert également d’activation de voies d’amplification puisque la
thrombine active le FVIII, nous I'avons vu, mais également le FV ; tous deux nécessaires a

sa propre production.

Hémostase primaire

Voie extrinséque

G FT

FVilla FT | FVlla FVII

FXa FX |

FVa "
FXIl

v ///_f
/_ -\ // FXllla

Prothrombine Thrombine

7N\

Fibrinogéne Fibrine

Figure 4. Cascade de la coagulation. L’exposition du facteur tissulaire (FT) et du collagéne
déclenche simultanémentla voie extrinséque et la voie intrinséque de la cascade de la coagulation,
respectivement. Le FT active le facteur VII (FVII - FVIIa) et se lie au FVIIa pour activer le facteur
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X (FX = FXa). Le FXa génere de petites quantités de facteur V activé (FVa), permettant la
génération précoce de thrombine en clivant la prothrombine. Cette thrombine clive le facteur VIII
et I'active (FVIII - FVIlla). En paralléle, le facteur XII s’auto-active au contact du sous-
endothélium exposé (FXII - FXIla) et active le facteur XI (FXI - FXIa). Ce dernier active le facteur
IX (FIX = FIXa) qui s’associe au FVIIIa pour activer son substrat, le FX et générer de grandes
quantités de thrombine. La thrombine transforme alors le fibrinogéne en fibrine et active le
facteur XIII (FXIII - FXIIla) qui stabilise le caillot de fibrine.

Catabolisme du FVIII

Le récepteur LRP1 (Lipoprotein receptor-related protein-1) ou CD91 est un récepteur
d’endocytose connu pour son rdle de maintien de I’homéostasie, notamment du
cholestérol>°. Or, il s’avére que LRP1 reconnait également le FVIII in vitro et permet sa
dégradation intracellulaire®. Ainsi, in vivo une déficience en LRP1 se traduit par un temps
de présence du FVIII dans le plasma 1,5 fois plus importante®l. Selon le modéle proposé
par Sarafanov et Saenko, le catabolisme du FVIII via LRP1 se ferait en deux étapes®263, La
premiere consiste en la fixation et 'accumulation de FVIII a la surface de la cellule apres
liaison entre son domaine A2 et des protéoglycanes héparanes sulfates (heparan sulfate
proteoglycan - HSPG). A ce stade, le FVIII est complexé au vWF, qui se détache, révélant
un site de liaison du LRP1 sur le domaine C2 du FVIII. C’est suite a cette reconnaissance
du domaine C2 que le FVIII est endocyté et dégradé. Cette hypothese est étayée in vivo par
le fait que le blocage simultané des HSPG et de LRP1 aboutit a une augmentation de la
demi-vie du FVIII de 5,5 fois.

Les études précédemment citées ont utilisé la molécule RAP pour inhiber LRP1 et
démontrent une diminution plus importante du catabolisme que les modeles déficients
en LRP1. Or, RAP n’est pas un antagoniste exclusif du LRP1, mais il inhibe I'’ensemble des
récepteurs aux lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein - LDL). On peut
donc supposer que cette différence est due a l'intervention d’autres récepteurs aux LDL
dans le catabolisme du FVIII. C’est ce qu'ont confirmé les travaux d’Ananyeva et al. in
vitro®* et ceux de Bovenschen et al. in vivo®s.

Il semble par ailleurs que le FVIII soit également reconnu par ses motifs post-
traductionnels. Ainsi, le domaine B du FVIII, tres fortement N-glycosylé, est-il reconnu par

I’Asialoglycoprotein Receptor (ASGPR), une lectine de type C®®.
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II. Traitements de ’'Hémophilie A et options thérapeutiques
1. Traitements actuels

FVIII thérapeutiques

Al'heure actuelle, le traitement des patients atteints d’hémophilie A consiste en I'injection
intraveineuse de FVIII exogene afin de restaurer des taux suffisants de FVIII en
circulation. L’administration de ce FVIII dit « thérapeutique » permet de prévenir et/ou
de traiter les hémorragies, puisqu’elle se fait a la demande (a la suite d’'un épisode
hémorragique) mais surtout en prophylaxie (en prévention de l'apparition
d’hémorragie).

Lorsqu'il est utilisé en prophylaxie, pour prévenir 'apparition de symptémes tels que
I'arthropathie, le FVIII thérapeutique est injecté 2 a 3 fois par semaine a faible dose, soit
25 a 40 Ul/kgé768. En effet, 'objectif ici est de modifier le phénotype hémorragique de
sévere a modéré, puisqu’il a été montré une protection contre les symptomes les plus
lourds et donc une meilleure qualité de vie chez les patients hémophiles A modérésé9.70.
Cet effet protecteur contre les hémarthroses et autres saignements a 25 Ul/kg a été
confirmé chez des patients”!. En revanche, I'adhésion du patient est critique pour obtenir
une bonne observance du traitement, surtout chez les jeunes enfants, ce qui constitue une
limite importante a cette stratégie et pose la question de 1'age de début de la
prophylaxie’2. En ce qui concerne la prise en charge a la demande, les protocoles sont plus
variables selon 'intensité du saignement mais les taux de FVIII a atteindre sont beaucoup
plus importants (40-100% d’activité normale du FVIII)¢7.

Dans les pays dits « développés », le FVIII thérapeutique provient de deux sources : dérivé
de plasma (dérivés plasmatiques ou « plasma derived FVIII » - pdFVIII) ou issu du génie
géneétique (recombinant - rFVIII). Le pdFVIII est un FVIII précipité puis purifié par
chromatographie a partir d'un mélange de plasma de donneurs sains’3. Depuis les années
1980 et le scandale du sang contaming, au cours duquel 60 a 70% des patients hémophiles
ont été contaminés par le virus du SIDA (VIH) et celui de I'hépatite C (VHC), les pdFVIII
subissent également des étapes d’inactivations virales et le risque infectieux a quasiment
disparu’4. Une attention particuliere doit cependant étre portée sur la transmission de

maladies a prion comme la maladie de Creutzfeldt-Jakob?s. Par ailleurs, 98 a 99% des
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protéines présentes dans les préparations de pdFVIII correspondent a d’autres protéines
purifiées avec le FVIII telles que le vWF, I'albumine ou la fibronectine’¢. Cela pose
probléme quant a I'immunogénicité de ces préparations’’. L’ensemble de ces limitations
a favorisé l'essor de la production de FVIII recombinants. Ces FVIII sont synthétisés a
partir de la séquence ADN de deux donneurs’8 et produits dans des lignées cellulaires de
hamster. Baxter/Shire utilise des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) pour produire
I’Advate®, tandis que Bayer et CSL-Behring utilisent des cellules BHK (Baby Hamster
Kidney) pour le Kogenate® et 'Helixate®, respectivement. Plus récemment, la production
de ce rFVIII a été optimisée par Wyeth/Pfizer en synthétisant un FVIII directement sans
domaine B (B Domain Deleted FVIII - BDD FVIII), le Refacto® et Octapharma a produit son
FVIII BDD, le Nuwiq® dans des cellules humaines, les HEK293 (Human Embryonic
Kidney)7°.

Thérapies sans FVIII

Cependant, le FVIII, de par sa taille, reste difficile et donc couteux a produire. C’est une
des raisons pour laquelle d’autres axes de recherche alternatifs a I'utilisation de FVIII ont
été développés.

Le premier d’entre eux vise a court-circuiter le FVIII dans la cascade de la coagulation
(« by-passing agents »). On trouve ainsi 'utilisation de FVIla, qui permet la génération de
thrombine par la voie extrinseque®?, ou encore de concentrés de protéines du complexe
prothrombinique activé (activated Prothrombin Complex Concentrates - aPCC)8L. Les
aPCC, dont le FEIBA® de Baxter est le seul commercialisé, comprennent toutes les
enzymes et cofacteurs nécessaires a la génération de thrombine (prothrombine, FVIIa, le
FIXa, le FXa...).

La deuxieme stratégie se propose de rétablir la coagulation en inhibant les régulateurs
naturels de celle-ci. Ainsi, la protéine C activée (activated protein C - aPC) inactive le FV
et le FVIII>782, C’est pourquoi plusieurs molécules comme l'inhibiteur de la protéine C
(protein C inhibitor -PCI) et 'al-antitrypsin («a1AT) sont utilisées afin de favoriser la
coagulation®384, De fagon similaire, la kinase Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)
régule la coagulation en inhibant non seulement le FXa, mais également le complexe TF-

FVIIa®. C’est pourquoi cette molécule a été choisie comme cible pour étre inhibée par un
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anticorps monoclonal, le Concizumab®86, Cet anticorps inhibe la liaison du TFPI au FXa et
empéche également I'inhibition du complexe FT-FVIIa, permettant ainsi le rétablissement
de la coagulation8788, L’antithrombine (AT) elle, exerce son effet anticoagulant en
inhibant la thrombine et dans une moindre mesure le FIXa®. Ainsi, le Fitusiran®, un petit
ARN interférant (small interfering RNA - siRNA) développé par Alnylam, inhibe la

traduction de ’ARNm codant I'AT et favorise donc la coagulation?°.

Concizumab® :

=)ot
T GXo -

[ Prothrombine ] Thrombine ]

Voie extrinséque
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Figure 5. Régulateurs naturels de la cascade de la coagulation et stratégies pour les inhiber.
La kinase Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) inhibe le FXa et le complexe FT-FVIla. Le
Concizumab® est un anticorps anti-TFPI monoclonal thérapeutique qui inhibe la liaison du TFPI a
ces cibles. De méme, 'antithrombine (AT) inhibe le complexe FT-FVIla et dans une moindre
mesure le FXa. Le Fitusiran® est un petit ARN interférant qui inhibe la synthése de I'AT. Enfin, la
protéine C activée (aPC) inactive le FVa et le FVIIIa. L'inhibiteur de la protéine C (PCI) et 'al-
antitrypsin (a1AT) inhibent 'action de 'aPC.

2. Nouvelles stratégies

Si les patients hémophiles sont a 87% « satisfaits / plutot satisfaits » de leur traitement
actuel, 55% d’entre eux esperent que les nouveaux traitements leur permettront de

diminuer la fréquence des injections®l. Cette étude, menée sur plus de 1 000 patients
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hémophiles (dont 85 % atteints d’hémophilie A) entre janvier 2015 et ao(it 2016 est tres
intéressante car elle compile les attentes des patients quant aux futurs traitements. Il en
ressort que ces attentes se regroupent en deux catégories : tout d’abord la qualité de vie
(fréquence d’injection, probleme d’acces aux veines, stockage, flexibilité de gestion du
traitement...) et ensuite la sécurité du traitement (absence d’effets secondaires, peur de
I'apparition d’'une réponse immunitaire...). A noter que cette étude a été faite en
Allemagne, Suisse et Autriche, pays ot I'accés aux centres de soins et aux traitements n’est
pas représentatif de la situation mondiale. Cela explique probablement que la baisse du
prix du traitement, bien qu’estimé a plus de 50 000€/an/patient?293, ne constitue une

attente que pour 5% des patients interrogés.

FVIII a longue durée de vie

En réponse a ces attentes et ainsi augmenter 'adhésion aux traitements, de nouveaux
traitements ont été développés. La premiére évolution a été la mise sur le marché de FVIII
a longue durée de vie afin de diminuer la fréquence des injections et de protéger les
articulations des patients en favorisant une présence constante de FVIII dans le sang. Pour
augmenter la demi-vie du FVIII, deux stratégies sont actuellement utilisées. La premiere
d’entre elles consiste a fusionner la région constante (partie Fc) de I'lgG humaine a
I'extrémité C-terminale du FVIIIL Les IgG circulent en effet pendant environ 3 semaines
dans le corps, notamment grace a leur liaison au récepteur Fc néonatal (FcRn) qui les
protege de la dégradation lysosomale?4. La fusion de la partie Fc vise donc a utiliser ce
processus biologique afin de préserver le FVIII de la dégradation et ainsi augmenter sa
demi-vie. Ainsi, 'Eloctate® développé par Bioverativ montre-t-il une demi-vie 1,5 fois plus
longue qu’'un BDD normal?. Ce produit a d’ailleurs fait 'objet d’'un essai clinique de phase
[II (Numéro ClinicalTrials.gov: NCT01454739) qui semble valider son effet et son
innocuité a long terme®®.

La seconde stratégie pour allonger la demi-vie du FVIII thérapeutique repose sur sa
PEGylation, qui consiste en la liaison au FVIII de polymeres de polyéthylene glycol (PEG).
Cette PEGylation permet d'une part d’augmenter la taille des molécules thérapeutiques et
ainsi diminuer la clairance rénale, et d'autre part de les protéger des protéases et de

I'endocytose par les cellules « scavenger » comme les macrophages ou les cellules
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endothéliales?’. Cela résulte donc en une augmentation de la demi-vie, de 1,6 fois dans le
cas du FVIII®8. A nouveau, des essais cliniques de I’Adinovate® de Shire (Numéro
ClinicalTrials.gov: NCT01736475) ou du N8-GP de NovoNordisk ont confirmé
'allongement de la demi-vie et la sureté des produits®°.

Par ailleurs, d’autres stratégies sont actuellement en développement pour augmenter la
demi-vie du FVIII, comme par exemple la synthése d'un FVIII monocaténaire (single-chain
FVIII - scFVIII) avec une affinité environ deux fois supérieure pour le vVWF que le FVIII, in
vivol%, Cependant, I'amélioration de demi-vie obtenue est pour l'instant plus faible
qu’avec les stratégies précédemment citées, puisqu’elle est de I'ordre de 1,2 fois101.
Certaines de ces stratégies ont également été utilisées pour prolonger la demi-vie du FIX
et permettent une augmentation de 4 a 6 fois de sa demi-vie. L’écart observé entre le gain
pour le FVIII et le FIX s’explique par le fait que le catabolisme du FVIII est grandement
régulé par son interaction avec sa protéine chaperonne. Nous I'avons vu, en I'absence de
vWEF, la demi-vie du FVIII est presque 6 fois plus courte. Ainsi, le facteur limitant
I'augmentation de la demi-vie du FVIII est la demi-vie du vWF (approximativement 15h).
Le FVIII, qu'’il ait une demi-vie prolongée ou pas, est dégradé en étant complexé avec le
vWF. A l'inverse, le FIX n’a pas cette limitation et lors d’un essai clinique en 2014, il a par
exemple été calculé pour le FIX-Fc, une demi-vie de 82h, soit 5 fois supérieure a celle du

FIX102-104,
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FVIII a longue durée de vie

Stratégie Produit (compagnie) Demi-vie (h) Statut actuel
rFVII-Fc Eloctat® / Eloctate® 19 Commercialisé aux USA, au Canada et en
(Biogen Idec / Sobi) Europe
PEGylation aléatoire Adynovate® - BAX 855 14-16 Commercialisé aux USA, au Japon et en Suisse
(Baxalta, Shire)
PEGylation site spécifique Turoctocog Alfa Pegol - N8-GP 19 Extension d’essai clinique
(Novo Nordisk)
PEGylation site spécifique BAY 94-9027 (Bayer) 19 Extension d’essai clinique
FVIII monocaténaire Afstyla® - lonoctocog alfa Commercialisé aux USA
(CSL-Behring)
Essais cliniques avec des FVIII a longue durée de vie
Stratégie Programme d’essai Nb de patients Protocoles
(N° clinicaltrials.gov)
rEVII-Fec A-LONG 165 « 10-65 Ul/kg
(NCT01181128) >12 ans Prophylaxie ou a la demande
PEGylation aléatoire PROLONG-ATE 159 Prophylaxie ou a la demande
(Adynovate®) (NCT01736475) >12 ans
PEGylation site spécifique Pathfinder™ 6 125 e 20-75Ul/kg
(Turoctocog Alfa Pegol) (NCT02137850) <6 ans Prophylaxie ou a la demande
FVIIl monocaténaire A Phase Ill Open Label 250 * PTPsvs PUPs
(CSL627) (NCT02172950) Prophylaxie ou a la demande

INTRODUCTION

Figure 6. FVIII a longue durée de vie et essais cliniques correspondants. D’aprés Mancuso et
Santagostino, J. Clin. Med., 2017

Emicizumab

Une nouvelle molécule est, elle, déja approuvée par I'agence américaine en charge des
médicaments (Food and Drugs Administration - FDA) sous le nom d’Hemlibra®
(Roche)105, Cette molécule, I'Emicizumab, remplace le FVIII sans pour autant étre du FVIII.
Il s’agit en effet d’'un anticorps bispécifique, qui reconnait avec I'un de ses fragments de
liaison a I'antigéne (antigen-binding fragment - fab) le FIXa et avec le second fab, le FX106,
Cette double reconnaissance permet le rapprochement spatial des deux molécules,
permettant ainsi a I'enzyme (le FIXa) d’activer son substrat (le FX) sans l'intervention de
FVIII107, Le premier essai clinique mené chez 'homme a montré une demi-vie de 4 a 5
semaines apres une injection sous-cutanée d’Emicizumab198, Les essais cliniques suivants
ont par la suite démontré une forte diminution du nombre de saignements annuels
(Annual Bleeding Rate — ABR), voire une disparition totale des saignements chez plus de
70% des patients199. Un programme d’essais cliniques nommé HAVEN a depuis vu le jour
et les 4 essais cliniques qu’il comprend confirment une correction du phénotype
hémorragique, particulierement lorsqu’il est donné en prophylaxiell0. Cependant, des
micro-angiopathies thrombotiques ont été décrites chez certains patients traités en

parallele avec des aPCC. Cela est probablement di au fait que les aPCC contiennent du
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FIXa et du FX, comme décrit précédemment (paragraphe « Thérapies sans FVIII »),
élément essentiel de l'action de I'Emicizumab et entrainant donc des symptomes
thrombotiques!!l. Ainsi, il est recommandé d’éviter de traiter les patients avec des aPCC
lorsqu’ils utilisent I'Emicizumab en prophylaxie. Il est plutot conseillé de privilégier du
FVIla pour lequel aucune thrombose n’a été décritel12.

Par ailleurs, la particularité de cette trés élégante stratégie requiert une attention
particuliére quant a son monitorage. En effet, 'Emicizumab est tres différent d'un point
de vue moléculaire du FVIII qu’il remplace et cela entraine un grand nombre de
conséquences. En plus des sites de fixation et de la spécificité qui sont différents entre les
deux molécules, la pharmacocinétique varie également beaucoup. Ainsi, si les niveaux
d’Emicizumab dans le plasma sont estimés comme équivalents a 10 a 15% de 'activité
hémostatique normale du FVIII113, la plus faible affinité de I'anticorps bispécifique pour
ses ligands entraine la formation de moins de complexe ténase que pour une
concentration en FVIII équivalentell4. Enfin, le FVIII nécessite une activation préalable
pour jouer son role de cofacteur et peut étre inactivé (par I'aPC notamment) alors que

I’"Emicizumab n’est sensible a aucun de ces mécanismes de régulation.

FVilia

Membrane phospholipidique

Emicizumab

Figure 7. Schéma du mode d’action du FVIIIa ou de 'Emicizumab. La double reconnaissance
du FIXa et du FX permet le rapprochement physique de I'’enzyme et du substrat, permettant une
activation du FX en FXa. D’apres Kitazawa, Nat. Med., 2012.
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Thérapie génique

Enfin, la troisieme stratégie a pour objectif de guérir 'hémophilie A. Il s’agit de la thérapie
génique. Cette stratégie vise a incorporer dans les cellules du patient une version saine du
géne provoquant la maladie, permettant théoriquement une cure du patient. Le caractéere
monogénique de I'hémophilie (causée par un seul gene) et le fait qu'une faible
augmentation de l'activité pro-coagulante permette une nette amélioration du phénotype
hémorragique font de '’hémophilie un candidat idéal a la thérapie génique, comme en
témoignent les avancées majeures obtenues pour I'hémophilie B115116,_En ce qui concerne
I’'hémophilie A, les contraintes sont plus importantes puisqu'’il se rajoute, aux difficultés
intrinseques a la thérapie génique (expression du transgéne, immunogénicité...), la trés
grande taille du géne F8 et de son transcrit. Les éléments essentiels a prendre en compte
sont donc : le vecteur utilisé, le tissu cible et le géne du FVIII.

Ainsi la recherche sur les vecteurs viraux nécessaires au transport du gene et a son
intégration, a-t-elle été fondamentale au développement de la thérapie génique pour
I’'hémophilie A. Les vecteurs sont des acides nucléiques viraux (ADN ou ARN) qui sont
utilisés pour tirer avantage de la capacité naturelle des virus a infecter une cellule cible et
a utiliser la machinerie cellulaire pour leur propre réplication. Ainsi, les vecteurs les plus
couramment utilisés sont les lentivirus (génome a ARN) et les AAV (Adeno-Associated
Virus, génome a ADN). Si les lentivirus semblent plus adaptés pour 'hémophilie A car de
plus grands genes peuvent y étre insérés!l’, les AAV ont l'avantage d’étre moins
immunogenes et non intégratifs, limitant ainsi le risque de mutation intégrationnelle118.
En effet, 'immunogénicité et la toxicité (des vecteurs, de la protéine synthétisée)
représentent de grandes contraintes en thérapie génique. C’est pourquoi des AAV
recombinants ont été développés a partir des nombreux sérotypes existants
naturellement, offrant ainsi aux chercheurs une boite a outils d’AAV tres diversell9, Par
ailleurs, les différents AAV présentent des tropismes pour certains organes et vont donc
permettre une expression préférentiellement dans ceux-cil20,

C’est également par le choix du promoteur du géne d’intérét que l'on peut cibler un
organe. En effet, le choix du promoteur et de ses caractéristiques est une étape essentielle

du développement d'une thérapie génique. Un promoteur peut étre choisi pour sa
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spécificité d’expression (exprimé dans un certain type cellulaire ou tissu) ou pour sa
« force » (sa capacité a promouvoir 'expression du géne qui le suit).

En parallele, le gene du FVIII a lui aussi subi un grand nombre d’améliorations. Non
seulement pour en diminuer la taille (utilisation d’'un gene codant un FVIII BDD), mais
également pour augmenter son taux de synthese par exemple en faisant de la codon-
optimisation. La codon-optimisation consiste en effet a choisir les codons pour lesquels
les ARN de transfert (ARNt) sont les plus fréquents chez I'h6te et ainsi permettre une
augmentation du taux de traductionl21,

L’ensemble de ces développements a permis le lancement de plusieurs essais cliniques
qui n’ont pas permis d’aboutir a une correction phénotypique a long termel21, Cependant,
un nouvel essai clinique de thérapie génique a été lancé en aout 2015 (Numéro
ClinicalTrials.gov : NCT02576795). Cet essai de phases I/1I vise a évaluer 'efficacité du
Valoctocogene Roxaparvovec® (BMN 270 - Biomarin Pharmaceutical Inc.), une thérapie
AAV5 codant pour un FVIII BDD codon-optimisé, sous le contréle d’'un promoteur
spécifique du foiel?2, Si les résultats finals sont attendus pour 2022, des résultats
préliminaires sont déja parus. Parmi les 7 patients traités avec la plus forte dose (6.1013
vg/kg), 5 ont des taux de FVIII entre 8 et 60% de I'activité normale, entre 5 et 16 semaines
post-injection123. Apres 20 semaines, les taux de FVIII sont supérieurs a 50% pour tous
les patients sauf un (entre 12 et 32%). Par ailleurs, il a été constaté une augmentation de
la cytotoxicité hépatique (via les taux d’Aspartate AminoTransférase -ASAT- et d’Alanine
AminoTransférase -ALAT-) chez 8 patients sur les 9 compris dans l'essai clinique.
Cependant, chez un patient seulement, 'augmentation d’ALAT s’est accompagnée d'une
diminution de I'activité du FVIII, ce qui a été résolu par 'utilisation de glucocorticoides!24.
Depuis, d’autres essais cliniques ont été lancés et on en dénombre aujourd’hui sept autres
en phase de recrutement (www.clinicaltrials.gov, recherche « hemophilia A » + « gene
therapy »).

Cependant, ces essais cliniques risquent de se confronter a la préexistence, chez 15 a 20%
de la population, d’anticorps anti-AAV12> 3 des doses qui, bien que faibles, bloquent
completement la transduction des AAV126, Chez les patients hémophiles, ces titres
d’anticorps sont encore plus élevés et atteignent 43,5% des patients pour certains
sérotypesl?’. En effet, il a été montré que des cellules de I'immunité innée reconnaissent

I’ADN des AAV, déclenchant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. De plus, étant
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donné la forte homologie entre les différents sérotypes, tous sont reconnus, inégalement,
par ces anticorps. Dans l'essai clinique cité précédemment, des anticorps anti-AAV ont
d’ailleurs été détectés chez tous les participants des la huitieme semaine post-injection24,
De nombreuses stratégies pour surmonter cette difficulté sont imaginées, notamment
l'utilisation d’'immunosuppresseurs, mais toutes présentent des inconvénients!26, La
thérapie génique est donc, dans le cadre de 'hémophilie A, trés prometteuse, sans pour

autant pouvoir proposer une solution a court terme pour I'ensemble des patients.

Le premier projet de cette thése vise a tester une nouvelle stratégie thérapeutique
intermédiaire entre la thérapie substitutive et la thérapie génique. Cette stratégie

repose sur l'injection d’ARNm codant le FVIII.

III. Complication du traitement

1. Immunogénicité du FVIII thérapeutique

Lors d’un traitement de substitution avec du FVIII, la complication la plus redoutée a
I'heure actuelle est I'apparition d’'une réponse immunitaire anti-FVIII. En effet, chez 25 a
30% des patients hémophiles A séveres traités avec du FVIII thérapeutique, on constate
I'apparition d’anticorps anti-FVIII qui inhibent son activité pro-coagulante et sont donc
appelés « inhibiteurs »128-130_ Le traitement perd alors son efficacité et les patients font
face a une impasse thérapeutique. Il est intéressant de noter que I'on constate également
le développement d’inhibiteurs chez 7% des patients atteints d’'une hémophilie A non
sévere apres 50 jours d’exposition131.

L’apparition d’inhibiteurs est donc redoutée par les cliniciens car elle représente, nous
I'avons vu, une impasse thérapeutique, mais elle constitue aussi la 3¢ préoccupation
majeure des patients®l. En effet, en plus de voir leur qualité de vie se dégrader, leur taux
de mortalité a longtemps augmenté, allant jusqu’a doubler avant 1992132, Aujourd’hui, si
le taux de morbidité est toujours augmenté, 'apparition d’inhibiteurs ne semble plus
significativement augmenter la mortalité. Cela se fait cependant au prix d’un triplement
du colt de prise en charge, avec un colit en 2003 dépassant les 200 000 euros par an et

par patient?2,
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L’identification des facteurs et la compréhension des mécanismes menant a 'apparition
d’inhibiteurs est indispensable pour, a terme, améliorer la qualité de vie des patients
hémophiles. Ainsi, de nombreuses études ont été menées pour identifier de potentiels
facteurs prédictifs et tenter de prévenir 'apparition d’'une réponse immunitaire anti-
FVIIL. Ces facteurs ont été classés en deux catégories : les facteurs liés aux patients

(intrinseques) et ceux indépendants des patients (environnementaux).

2. Facteurs de risques intrinseques aux patients

Le fait que de si nombreuses mutations du géne codant le FVIII aient été décrites peut
s’expliquer par la localisation du géne F8. Celui-ci se situe dans une région constituée de
nombreuses séquences répétées, ce qui se traduit par un important taux de
mutations (3,4.10-> mutations/division cellulaire pour F8 s 1.106
mutations/gene/division cellulaire en moyenne)133. Ainsi, le facteur génétique apparait
comme évident, d’autant plus sil’on considere que les patients avec un antécédent familial

d’inhibiteurs ont trois fois plus de risque d’en développer également134.

Anomalies du géne codant le FVIII

Le type de mutation responsable de 'hémophilie A a été identifié comme facteur de
risque. Les patients ayant une large délétion du gene F8 ou une mutation non-sens ont
plus de risque de développer des inhibiteurs que ceux porteurs d’'une inversion de I'intron
2222, De méme, les patients hémophiles A séveres sont 6 fois plus nombreux (30% vs 5%)
que les hémophiles A modérés a développer des inhibiteurs!3s. Cependant, il existe des
patients dits « CRM négatifs » (Cross-Reacting Material) qui n’ont pas d’antigene FVIII
détectable dans le plasma. On pourrait alors s’attendre a ce que la tolérance centrale au
FVIII soit impossible et que pour le systéme immunitaire de ces patients le FVIII
thérapeutique soit considéré comme du non-Soi et qu’ils déclenchent donc
systématiquement une réponse immunitaire. Or, tous ne le font pas avec, par exemple,
seulement environ 20% de patients avec une inversion de I'intron 22 qui développent des
inhibiteurs, malgré leur phénotype CRM-négatifi36. Ce genre d’observation ameéne a
penser que si la mutation du gene F8 est trés importante, voire prépondérante dans le

développement d’'inhibiteurs, elle est néanmoins insuffisante a I'expliquer137.
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Autres genes

Des études chez le patient ont permis d’identifier certains alleles du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe II (CMH II) nommés HLA (human leukocyte antigen)
comme facteur de risquel38139, Ces observations ont par la suite été confirmées in
silico40.141 et pourraient signifier que certains patients CRM négatifs synthétisent des
parties du FVIII qui sont capables d’engendrer un complexe CMH-peptide suffisamment
stable pour induire une tolérance centrale.

Parallelement, de nombreux autres polymorphismes ont été décrits comme ayant un role
dans le développement ou la protection contre les inhibiteurs. Il s’agit de polymorphismes
dans des genes codant pour des protéines de 'immunité. On trouve notamment des genes
codant des interleukines (IL), telles que I'lIL-1a, I'IL-1, I'[L-2 ou I'lL-12142, Cependant,
I'identification de facteurs de risque/de protection se heurte aux faibles effectifs des
cohortes de patients hémophiles A et d’autres études nuancent ces résultats134143, Mais le
polymorphisme le plus couramment décrit est celui dans le promoteur du géne codant
'IL-10137.144, Cela peut s’expliquer par le fait que I'IL-10 est un médiateur immunitaire
crucial, notamment pour la prolifération des lymphocytes T (LT) régulateurs (Treg),
cellules essentielles a la régulation de la réponse immunitaire!4>. Des polymorphismes
dans les promoteurs des genes codant pour le TNFa (Tumor Necrosis Factor o), CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et 'heme oxygénase (HOX-1) ont également été
identifiés146-148_Enfin, il a été récemment montré que le groupe sanguin O est associé a
une diminution du risque d’approximativement deux fois, bien que les raisons de cette

protection restent peu claires14°,

Ethnie

D’autres facteurs liés au patient ont également été décrits. Parmi eux, I'ethnie d’origine
joue un role dans la probabilité de développer des inhibiteurs. En effet, il semble que les
patients non caucasiens (hispaniques, africains, asiatiques, indiens) aient jusqu’a 5 fois
plus de risque de développer des inhibiteurs150-154, Cela peut étre relié aux séquences
ADN (de deux donneurs caucasiens) a partir desquelles les FVIII recombinants ont été
clonés!5, ou a la différente répartition des alleles HLA selon les ethnies. Cependant, cette

variable nécessite d’autres études pour étre confirmée comme un facteur de risque.
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3. Autres facteurs de risques

Sil’étude de cohortes et de familles avec un historique d’inhibiteurs a permis de confirmer
la forte implication de I'aspect génétique, seule la mutation de F8 ou les antécédents
semblent systématiquement déterminants quant a I'apparition d’inhibiteurs. Ainsi, il
semble clair désormais que l'apparition de ces anticorps est liée a une interaction
complexe entre des facteurs intrinseques au patient et a des facteurs qui lui sont externes.
Ces facteurs regroupent 'ensemble des variables reliées au traitement du patient. C’est
pourquoi ils sont d’autant plus importants et intéressants, puisqu’ils représentent le
levier permettant aux cliniciens d’agir afin de diminuer la probabilité d’apparition des

inhibiteurs.

Antécédent de traitement

La premiére chose a prendre en compte pour monter des études sur les facteurs de risque
indépendants du patient est de distinguer ceux ayant déja recu du FVIII (previously
treated patients - PTPs) ou pas (previously untreated patients - PUPs). En effet, il a été
montré que les PUPs ont une incidence d’'inhibiteurs 30 fois plus importante que les
PTPs156, De plus, les études menées sur les PUPs permettent d’éviter les biais liés aux
traitements précédents. C’est pourquoi ce groupe de patients est le plus utilisé pour ces

analyses?>7.

Le FVIII lui-méme

La molécule de FVIII elle-méme est une source d'immunogénicité. En effet, les
mécanismes d’endocytose seront détaillés plus loin, mais la reconnaissance du FVIII par
les cellules immunitaires est un élément primordial dans le déclenchement de la réponse
immunitaire. Des motifs comme les glycanes se terminant par des mannoses, ont été
identifiés comme essentiels a la reconnaissance des pathogénes, notamment microbiens.
Dans le cadre du FVIII, la présence d’un glycan se terminant par du mannose en position
2118 a été montrée comme favorisant I’endocytose du FVIII par des cellules dendritiques
dérivées de monocytes humains (MO-DC) via le récepteur CD206 in vitro158159, De méme,

il a été montré par co-incubation avec des anticorps, puis mutation des résidus ciblés par
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ces anticorps, que certains domaines du FVIII favorisent sa reconnaissance. En effet, in
vitro certains résidus hydrophobes du domaine C2 favorisent son endocytose et la
présentation aux LT€0, Jn vivo, le domaine C1 joue également un rdéle dans
I'immunogénicité du FVIII puisque la triple mutation R2Z090A/K2092A/F2093A réduit
'activation des LT spécifiques du FVIII161.162,

Plusieurs études ont montré que la structure du FVIII ne permettait pas une maturation
des cellules dendritiques, impliquées dans le déclenchement des réponses
immunitaires163164 Des lors, outre la structure du FVIII, sa fonction a également été
évoquée comme facteur de risque. Il a ainsi été proposé que la génération de thrombine
induite apres injection de FVIII thérapeutique puisse constituer un signal de co-
stimulation qui, ajouté a une reconnaissance du FVIII par les cellules immunitaires,
engendre le développement de la réponse immunitairel65. Cependant, une autre étude
visant a étudier linfluence de l'explosion de génération de thrombine sur le
développement d’inhibiteurs a remis en cause ces résultats. En effet, dans cette étude, ni
I'injection d’un FVIII sans activité, ni le blocage du FT, ni le blocage de I'’ensemble de la
coagulation par la warfarine (un anticoagulant déplétant la vitamine K) n’ont permis de

voir une différence dans le développement d’'inhibiteurs chez ma souris1é.

Intensité du traitement

Si certaines études montrent que 1'age au moment de la premiere injection de FVIII peut
constituer un facteur de risque, cela reste a confirmer. En effet, la majorité des études sont
rétrospectives et se fondent sur I'dge de la premiere détection d'inhibiteurs, qui peut
différer du moment de leur apparition. De plus, d’autres études semblent contredire ces
résultats16’. En revanche, une étude s’attachant a I'intensité du premier traitement (dose
de FVIII) sur le développement d’inhibiteurs a été publiée en 2007. Cette étude
rétrospective sur 366 PUPs a conclu notamment que le lien entre le bas age lors de la
premiére injection et le développement d’inhibiteurs décrit parfois, est probablement
surtout dépendant de la dose de FVIII injecté18, Ces résultats confirment une observation
similaire faite chez des patients hémophiles A modérés1¢? et ont depuis été confirmés chez
des hémophiles A séveresl79, Cela peut étre relié a la « théorie du danger » développée

par Matzingerl71172, selon laquelle la réponse immunitaire ne se déclenche qu’en
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présence de signaux de danger, en plus de 'antigéne. Cette théorie est supportée par
I'observation que l'injection de protéines exogenes ne permet pas systématiquement le
déclenchement d’'une réponse immunitaire, et nécessite parfois un adjuvant, source de
ces signaux de danger. Ainsi, les patients ayant le plus d’évenements hémorragiques aigus
sont ceux qui regoivent des fortes doses de FVIII thérapeutiques (en péri-opératoire par
exemple) et sont également les plus susceptibles de développer de I'inflammation (suite
a I'opération pour traiter le saignement aigu). Cette inflammation constituerait alors un
signal de danger, propice au développement d’une réponse immunitaire anti-FVIII et donc
d’inhibiteurs173. Cela est cohérent avec I'observation selon laquelle les patients atteints
d’hémophilie A sont ont un statut plus pro-inflammatoire que des sujets sains174,

 a) Sans signal de danger
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Figure 8. Représentation schématique de la théorie du danger. Lorsqu’un antigene (triangle)
est reconnu par une cellule présentatrice d’antigéne (APC) sans signal de danger (schéma du
haut), la présentation des peptides au LT (T-cell) méne a son anergie. Lorsqu’un signal de danger
(rond) est également fixé par 'APC en plus de I'antigéne (schéma du bas), la présentation au LT
meéne a son activation. D’apres Lovgren, Haemophilia, 2016.

Traitement prophylactique ou d la demande

D’autres études ont confirmé une augmentation du risque d’inhibiteurs de 2,5 fois en cas
d’utilisation de fortes doses de FVIII (> 35 Ul/kg)1>2.
Ces mémes études ont également comparé l'utilisation de FVIII thérapeutique en

prophylaxie ou a la demande. S’il a été montré que le traitement prophylactique diminue
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le risque d’apparition des inhibiteurs de 60%167.168175176 ]es 20 premiers jours de
traitement sont néanmoins autant a risque que lors du traitement a la demandel?7. Ces
observations concordent avec la théorie de la discontinuité développée par Pradeu en
2013178, Cette théorie immunologique est fondée sur I'observation des cellules Natural
Killer (NK). Ces cellules réagissent a I'absence d'un récepteur constitutivement présent
(Ile CMH de classe I). Ainsi, lorsque ce récepteur disparait, les cellules NK s’activent et
détruisent la cellule cible. En revanche, en cas d’absence chronique du CMH ], les cellules
NK s’adaptent et ne s’activent plus. Ainsi Pradeu conclut-il que les cellules NK détectent
plutét le changement d’expression du CMH I que sa présence ou son absence. En
généralisant cette observation, notamment aux macrophages, il en conclut que la réponse
immunitaire est induite par la présence discontinue de I'antigéne au cours du temps.
L’immunogénicité est donc ici définie comme la discontinuité antigénique et n’est plus

exclusivement une propriété intrinseque d’'une molécule.

Apparition progressive de lI'antigene

—_— — Concentration
d‘antigéne

Apparition intermittente de I'antigene Réponse

/\ /\ // ~—r\ / immunitaire
,\ . g D Temps

Figure 9. Représentation schématique de la théorie de la discontinuité de I'antigéne.
Lorsque la concentration en antigéne (bleu) augmente au cours du temps sans discontinuité
(schéma du haut), une tolérance a I'antigene pourrait se développer, inhibant I'apparition d'une
réponse immunitaire (rose). En revanche, la présence discontinue de I'antigene (schéma du bas)
induirait 'apparition d’'une réponse immunitaire. D’aprés Pradeu, Nat. Rev. Immunol., 2013.

En appliquant cette théorie au traitement des patients hémophiles A séveéres, le panneau
du haut de cette figure représente l'injection d’'une faible dose de FVIII a long terme,
mimant le traitement prophylactique. Il en résulte une faible réponse immunitaire puis
une tolérance au FVIII thérapeutique se développe. A contrario, le panneau du bas

représente l'injection ponctuelle d'une forte dose de FVIII, comme lors d’un traitement a
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la demande. Selon la théorie de la discontinuité, cela aboutit a une tres forte et durable
réponse immunitaire, avec pour conséquence la synthese d’inhibiteurs.

Cependant, un essai clinique nommé EPIC (Early Prophylaxis Immunologic Challenge),
lancé en 2011 et visant a évaluer I'effet de la prophylaxie dans un contexte sans signaux
de danger, sur le développement d’'inhibiteurs a dii étre arrété prématurément suite a

I'apparition d’'inhibiteurs chez plus de 40% des patients17°.

Changement de produit

Enfin, la derniere variable liée au traitement est la source du FVIII thérapeutique. En effet,
I'influence du pdFVIII ou du rFVIII quant a I'apparition d’inhibiteurs est I'un des débats
les plus récurrents dans la communauté scientifiquel80181, En 2003, une revue
systématique de la littérature montre que l'incidence des inhibiteurs est multipliée par
2,5 chez les patients traités avec du rFVIII comparé a ceux traités avec du pdFVIII182, Bien
que cela ait été confirmé quelques années plus tard!83, les études regroupées dans cette
revue sont trés hétérogenes et donc difficilement comparables. Malgré tout, en 2010, une
autre revue systématique sur plus de 2 000 PUPs confirme ces résultats avec une
augmentation de presque 2 fois dans le cas du rFVIII184 Mais une fois que les 24 études
prises en compte dans cette étude sont homogénéisées (conception et durée de I'étude,
fréquence de détection des inhibiteurs...), la différence s’atténuel85. Une nouvelle revue
de 25 études prospectives pour un total de 800 patients ne trouve aucune différence entre
les 2 sources de FVIII186, ’année suivante, des résultats d’'une étude menée sur 574 PUPs
conclut a une absence de différence entre rFVIII et pdFVIII et un risque identique en cas
de changement de produit!®’. Finalement, 1'étude prospective SIPPET (Study on
Inhibitors in Plasma-Product Exposed Toddlers) a comparé 251 PUPs répartis
aléatoirement et conclut une augmentation du risque d’inhibiteurs d’'1,8 fois avec le
rFVIII88, Si cette étude ne mettra probablement pas fin au débat, on peut penser que les
modifications post-transcriptionnelles des rFVIII produits dans différents types
cellulaires puissent différer des celles du pdFVIII et jouer sur 'immunogénicité du FVIII
thérapeutique. De plus, les autres protéines présentes dans les préparations de pdFVII],
notamment le vWF, pourraient également jouer un role protecteur en réduisant

I'endocytose du FVIII et donc en diminuant le risque de réponse immunitaire.
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Figure 10. Facteurs de risques liés a I'apparition d’inhibiteurs. Effet protecteur (« risque
diminué », bleu) ou prédisposant (« risque augmenté », rouge) des différents facteurs de risque
intrinséques au patient (partie haute) ou indépendants du patient (partie basse). D’apreés Coppola,
Haemophilia, 2010.

En conclusion, il est tres difficile d’'identifier un ou plusieurs risque(s) qui pourrai(en)t
favoriser I'apparition d’inhibiteurs. L’apparition de cette réponse immunitaire semble
étre la conséquence de complexes interactions entre ces facteurs de risque avec comme
conclusion qu’il y a trois types de patients: (1) ceux chez qui les inhibiteurs ne se
développeront jamais ; (2) ceux chez qui cela dépendra du traitement ; (3) ceux chez qui
les inhibiteurs se développeront systématiquement!87. Pour ne pas rester face a ce constat
peu prédictif, les membres de I'’étude CANAL (Concerted Action on Neutralizing
Antibodies in patients with severe haemophilia A) ont mis en place un score pour évaluer
les risques d’apparition des inhibiteurs et ainsi tenter d’individualiser la prise en charge
des PUPs189, Ce score fondé sur un modele de régression multivariée, prend en compte les

3 facteurs de risques les plus décrits dans cette cohorte, a savoir I'historique familial, la

41



INTRODUCTION

mutation de F8 et la dose de FVIII a la premiere injection. Il associe respectivement 2, 2 et
3 points a chacun des facteurs, lorsqu’il est présent ou a fort risque. Chaque patient
obtient ainsi un score sur 7 auquel est associée une probabilité de développement
d’'inhibiteurs. A partir de ce score, le patient est classé comme ayant un « risque

important » (>50%), « intermédiaire » (> 25%) ou un « faible risque ».

Score Probabilité Antécédents Type de mutation Intensité du
d’inhibiteurs familiaux de F8 traitement
0 0,09 Non Faible risque Faible
2 0,22 Non Fort risque Faible
3 0,36 Non Faible risque Fort
4 0,47 Oui Fort risque Faible
5 0,63 Non Fort risque Fort
7 0,84 Oui Fort risque Fort

Figure 11. Score clinique CANAL (Concerted Action on Neutralizing Antibodies in patients
with severe haemophilia A). Probabilité de développer des inhibiteurs en fonction des
antécédents familiaux, du type de mutation de F8 et de l'intensité du traitement. Ce score, fondé
sur 3 criteres reconnus pour influencer l'apparition d’inhibiteurs, vise a permettre une
individualisation de la prise en charge en fonction du score. D’aprés Ter Avest, ]. Thromb.
Haemost., 2008.

Ce score a été ensuite confronté a une cohorte et a donné des résultats tres probants. Par
ailleurs, ce score présente 'avantage de pouvoir étre utilisé en clinique méme si l'un des
criteres n’est pas connu. De plus, il est voué a évoluer au fur et a mesure de la validation

de nouveaux facteurs de risque.

4. Réponse immunitaire

Du point de vue immunologique, qu’il soit endogéne ou thérapeutique, le FVIII ne devrait
théoriquement pas induire une réponse du systeme immunitaire. En effet, dans le premier
cas, le FVIII est une protéine synthétisée par I'hote, il participe a la sélection thymique et
a I'élimination des lymphocytes auto-réactifs (cf. paragraphe sur les LT). Dans le second
cas, 'apparition d’'une réponse immunitaire dirigée contre le FVIII thérapeutique est
relativement surprenante car le FVIII est injecté par voie intraveineuse (décrite comme
peu immunogene)19, 3 faible dose et sans adjuvant. Malgré tout, le FVIII est reconnu par

le systéme immunitaire dans trois situations :
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La premiere d’entres elle est physiologique. En effet, des anticorps anti-FVIII naturels ont
été détectés des 1992 chez 17% de donneurs sains!?l. Ces immunoglobulines (Ig) de
classe G (IgG) sont le reflet d'une reconnaissance du FVIII endogéne par le systeme
immunitaire. En effet, ces donneurs ont des niveaux normaux de FVIII, mais également
des anticorps qui inhibent I’activité pro-coagulante du FVIIIL. De plus, les titres inhibiteurs
déterminés pour chacun des patients ne correlent pas avec la quantité d’IgG anti-FVIII
déterminée par ELISA. Cela laisse donc supposer que les anticorps anti-FVIII
comprennent a la fois des anticorps neutralisants, mais également des anticorps qui se
fixent au FVIII, sans pour autant inhiber son activité192, Une étude plus récente a confirmé
que 19% des individus sains produisent des IgG anti-FVIII et que chez les patients avec
inhibiteurs, les Ig qui sont inhibitrices sont des [gG4193. Ainsi, le FVIII n’est-il pas invisible
pour le systéme immunitaire des individus sains; il est toléré. Cette tolérance a une
molécule du Soi repose sur un fragile équilibre entre reconnaissance par le systeme
immunitaire et régulation de cette reconnaissance. Un mécanisme de régulation proposé
est l'existence d’anticorps anti-idiotypiques. En effet, il a été montré que des IgG des
donneurs sains pouvaient éviter la liaison d’anticorps neutralisants au FVIII, suggérant
ainsi 'existence d’anticorps anti-idiotypiques du FVIII chez des individus sains194. Ces
anticorps sont dirigés contre le site de reconnaissance du FVIII des inhibiteurs. Ils entrent
ainsi en compétition avec le FVIII et diminuent la probabilité de fixation des inhibiteurs
au FVIIIL.

Lorsque I'équilibre réponse/régulation se rompt, on tombe alors dans une situation
pathologique. C’est ce qui se passe chez 1 personne sur 1 million, chez qui 'apparition
spontanée d’auto-anticorps (anticorps dirigés contre le FVIII endogene) déclenche des
symptomes hémorragiques. On parle alors d’hémophilie A acquise. L’apparition de ces
auto-anticorps est soit idiopathique, soit associée, dans 40 a 50% des cas, a une autre
maladie (maladie auto-immune, tumeur, allergie a un traitement). Elle peut également
étre liée a la période de post-partum95.196, 'utilisation de pools thérapeutiques d’'IgG de
donneurs sains (Immunoglobulines intraveineuses - IglV) a montré des effets bénéfiques
lorsqu’ils ont été utilisés chez ces patients!®’”. Un mécanisme proposé était 'effet
protecteur des anticorps anti-idiotypiques naturels contenus dans les gIV198199,

L’autre situation pathologique dans laquelle on déplore I'apparition d’'une réponse

immunitaire anti-FVIII est la réponse immunitaire dirigée contre le FVIII thérapeutique
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chez les patients atteints d’hémophilie A congénitale. Cette réponse humorale polyclonale
se manifeste par le développement d’anticorps anti-FVIII qui apparaissent généralement
au cours des premiers jours d’exposition au FVIII168200, De maniere générale, les anticorps
anti-FVIII appartiennent aux sous-classes 1 et 4 (IgG1 et [gG4)193.200.201 méme si ces sous-
classes ne représentent que 5% des IgG dans un plasma normal202. Une partie de ces
anticorps neutralise I'activité du FVIII et sont donc dits « neutralisants », mais certains
anticorps anti-FVIII ne le sont pas. De plus, nous avons également vu que les anticorps
neutralisants étaient majoritairement d’isotype 1gG4193 et il a récemment été démontré
chez des patients que les anticorps neutralisants ont une affinité 100 fois plus importante
pour le FVIII que les non-inhibiteurs203, Plusieurs mécanismes de neutralisation de
'activité pro-coagulante ont été avancés, notamment l'encombrement stérique qui
empéche la liaison du FVIII avec ses partenaires de la cascade de la coagulation (FIXa, FX,
thrombine, phospholipides, vWF...), 'augmentation de clairance des complexes immuns
formés ou I'’hydrolyse du FVIII par des anticorps catalytiques204-208, Pour ce qui concerne
les domaines ciblés par les anticorps inhibiteurs, il a été montré qu’ils reconnaissent
principalement le A2 et le C2209210, Cependant, d’autres sites ont été identifiés, sur la
chaine légere du FVIII (interférant avec les sites de fixation a la protéine C activée ou au
FIX)211-213 et sur la chaine lourde?14. De plus, la spécificité des épitopes peut évoluer au
cours du temps chez un méme patient?!5, Pour mesurer cette capacité inhibitrice des
anticorps anti-FVIII, une variante de la méthode Bethesda?1¢ est utilisée. Ce test, appelé
« Test Nijmegen » (Nijmegen Assay) permet d’évaluer l'inactivation de l'activité pro-
coagulante en fonction de la dilution de plasma. Il est ainsi possible de déterminer la
dilution de plasma nécessaire a l'inhibition de 50% de I'activité FVIII d’'un donneur sain
apres 2h d’'incubation a 37°C217, L’inverse de cette dilution est défini comme le nombre
d’unités Bethesda par millilitre de plasma (UB/mL). Les patients sont considérés comme
ayant des inhibiteurs lorsque leur titre inhibiteur est supérieur a 0,6 UB/mL. Parmi ces
patients, on distingue des patients « faibles répondeurs » (<5 UB/mL) et «forts
répondeurs » (>5 UB/mL)%218, La différence entre ces patients est que les premiers
gardent un faible titre apres plusieurs injections de FVII], tandis que le titre inhibiteur des
forts répondeurs continue d’augmenter au fur et a mesure des injections (réponse

anamnestique)?19. Ainsi, chez les faibles répondeurs il est possible d’utiliser de fortes
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doses de FVIII comme traitement, en revanche pour les forts répondeurs, les stratégies

sans FVIII doivent étre privilégiées.

Description générale de la réponse anti-FVIII thérapeutique

La réponse contre le FVIII thérapeutique se déroule comme une réponse immunitaire
classique contre un antigene exogénel?2. Lors de la premiere rencontre entre le systéme
immunitaire et le FVIII se déclenche une réponse dite « primaire ». La premiere étape de
celle-ci est la reconnaissance du FVIII thérapeutique circulant par des cellules
présentatrices d’antigene (CPA). Le FVIII est endocyté par ces CPA via la voie endosomale
et clivé en peptides de 13 a 18 aa. Ces peptides sont ensuite chargés sur des molécules de
CMH II, constituant ainsi un complexe CMH /peptide. Suite a cet apprétement du FVIII, le
complexe est exprimé a la surface des CPA et reconnu par le récepteur des LT CD4* naifs
spécifiques du FVIII, le TCR (T Cell Receptor). La reconnaissance du complexe
CMH/peptide par le TCR permet l'activation du LT. Ce dernier migre dans la rate ou il
entre en contact avec un lymphocyte B (LB). Ce LB naif, qui exprime un BCR (B Cell
Receptor) spécifique du FVIII, aura préalablement reconnu le FVIII via son BCR et 'aura
également apprété et présenté sur son CMH IL. Il interagit ainsi avec le LT activé,
permettant I'activation subséquente du LB naif. Le LB actif prolifere alors et se différencie,
soit en LB mémoire, soit en plasmocytes. Ces derniers sont les cellules productrices des
anticorps anti-FVIII.

De leur c6té, les LB qui vont devenir mémoire expriment un BCR qui subit une maturation
d’affinité et une commutation isotypique, ce qui leur permet d’acquérir un BCR de tres
forte affinité pour 'antigéne, en I'occurrence ici, le FVIII. Ce BCR de forte affinité permet,
lors d’'une seconde rencontre avec le FVIII, le déclenchement d’'une réponse beaucoup
forte et rapide que la premiere fois ; la réponse mémoire (ou secondaire). Les anticorps
synthétisés ici ont une plus forte affinité pour le FVIII (Kd=10-11 M-1)220 et sont
majoritairement des IgG, ce qui fait échos aux observations décrites précédemment. Si le
schéma global de la réponse immunitaire est tres bien décrit192221.222 certains éléments,
notamment dans les étapes précoces de cette réponse, restent jusqu’a aujourd’hui, peu

connus.
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Figure 12. Réponse immunitaire anti-FVIIL La réponse anti-FVIII est une réponse immunitaire
classique contre un antigene T-dépendant. Elle débute par I'endocytose du FVIII par les cellules
présentatrices d’antigéne (CPA), au sein desquelles le FVIII est apprété et dont les peptides
(rectangle cyan) sont présentés sur le CMH II. Le complexe CMH-peptide est reconnu par le TCR
d’un LT CD4+ naif qui, suite a I'interaction des molécules de co-stimulation CD40 (violet)-CD40L
(gris) et CDB0/86 (jaune)-CD28 (orange), s’active. Il migre ensuite dans la rate ou il active a son
tour un LB naif ayant un BCR spécifique du FVIII. Le LB s’active via la méme synapse
immunologique qu’entre la CPA et le LT et se différencie, soit en plasmocyte qui sécrete des
inhibiteurs (IgG anti-FVIII), soit en LB mémoire qui, aprés 'hypermutation somatique et la
commutation de classe, exprimera un BCR de forte affinité pour le FVIIL. Lors d’'une nouvelle
exposition au FVIII, ces LB mémoires peuvent jouer le réle de CPA en reconnaissant le FVIII via
leur BCR de forte affinité. Il peut alors le présenter a un LT et se différencier en plasmocyte
sécréteur d’anticorps de forte affinité.

Endocytose et apprétement du FVIII

La premiere étape, essentielle au développement d’'une réponse immunitaire est la
rencontre entre les CPA et 'antigene, suivie par l'internalisation de ce dernier. Dans le cas
du FVII], il a été montré chez la souris que cette rencontre se faisait principalement dans
la rate223. En effet, en plus de la présence de FVIII et de CPA dans la zone marginale de la
rate, la splénectomie de souris déficientes en FVIII cause une réduction drastique de la
production d’anticorps anti-FVIII. Malgré tout, lorsque la rate est absente ou non
fonctionnelle, une production résiduelle est détectée, suggérant une initiation de la
réponse dans d’autres organes lymphoides secondaires. De plus, les cellules présentant le

FVIII n’ont pas été identifiées.
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En effet, concernant les CPA impliquées dans I'’endocytose du FVIII thérapeutique, elles
n’ont aujourd’hui pas été formellement identifiées. Dans le cadre d’'une réponse primaire,
il semble que les LB spécifiques du FVIII soient trop peu nombreux pour jouer le réle de
CPA. Ce sont donc d’autres CPA comme les cellules dendritiques (Dendritic cells - DC),
dites « CPA professionnelles », ou les macrophages qui sont probablement impliqués. En
effet, lorsqu’elles sont immatures, les DC ont la capacité de « scanner » le milieu qui les
entoure. Lorsqu’elles captent un antigene, elles deviennent matures, perdent leur capacité
d’internalisation et commencent le processus d’apprétement antigénique. Ainsi a-t-il été
montré in vitro au laboratoire que les MO-DC endocytent le FVIII et le présentent aux LT
CD4+ humains spécifiques du FVIII158, L’endocytose du FVIII par différents modeles de DC
a par la suite été confirmée par d’autres équipest®1.224, Les macrophages quant a eux sont
issus de monocytes qui migrent dans un tissu et se différencient en macrophages
résidents spécifiques de ce tissu. Ills possedent une grande capacité de phagocytose qui
leur permet de jouer un réle fondamental, notamment dans l'élimination des débris
cellulaires et des pathogenes225, Concernant le FVIII, des travaux du laboratoire ont
montré que le FVIII s’accumule dans la zone marginale de la rate, au niveau des
macrophages métallophiliques223. De plus, les macrophages expriment plusieurs
récepteurs capables de fixer le FVII], notamment Siglec 5226 et LRP-1227. Enfin, la déplétion
des macrophages et des cellules dendritiques conduit a une diminution significative de la
réponse anti-FVIII. Malgré cela, I'importance pour I'induction par les macrophages de la
réponse immunitaire anti-FVIII de '’endocytose du FVIII n’a jamais été démontrée in vivo.
Dans le cas d’'une réponse mémoire, les patients ont des LB mémoires exprimant un BCR
de forte affinité pour le FVIII. Cette forte affinité peut des lors permettre aux LB mémoires

de reconnaitre le FVIII et de jouer le role de CPA.

CDZ206 et récepteurs d’endocytose

L’endocytose est une étape clé de la mise en place de la réponse immunitaire anti-FVIII.
Ainsi, elle fait 'objet de nombreuses études afin d’identifier les facteurs qui la controlent.
Jusqu’a présent, les récepteurs impliqués dans la reconnaissance du FVIII par les CPA
n'avaient, eux non plus, jamais été identifiés. Le premier récepteur d’endocytose
permettant une activation des LT CD4* en réponse au FVIII, identifié est le Macrophage

Mannose Receptor (MMR ou CD206)228, En effet, il a été montré au laboratoire que
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I'inhibition des récepteurs sensibles aux mannoses permet la diminution de 50% de
I'endocytose du FVIII par des MO-DC et ne permet plus l'activation de LT CD4+ 158, Le
CD206 est exprimé notamment par les macrophages, par les DC et certaines cellules de la
microvasculature. Son implication dans la clairance de molécules endogénes, dans la
présentation antigénique et dans l'activation cellulaire a également été décrite22°. Malgré
tout, I'existence d'une endocytose résiduelle implique l'existence d’autres récepteurs
d’endocytose du FVIIL. De plus, le réle du CD206 vis-a-vis du FVIII doit étre confirmé,
notamment in vivo.

Par ailleurs, I'utilisation d’un anticorps monoclonal dirigé contre le domaine C2 (BO2C11)
a permis de démontrer I'implication de ce domaine dans '’endocytose du FVIII in vitro,
mais pas in vivol60.230, De fagon similaire, I'utilisation d’'un autre anticorps monoclonal,
Km33, dirigé contre le domaine C1 du FVIII inhibe I'’endocytose du FVIII par des DC
murines et humaines in vitro. De plus, la co-injection de Km33 et du FVIII a des souris
déficientes en FVIII réduit I'immunogénicité du FVIII1¢1, Le domaine auquel se lie Km33
correspond au site de fixation du FVIII au récepteur CD91. Ces récepteurs aux LDL, décrits
précédemment car impliqués dans le catabolisme du FVIII, ont donc été étudiés dans le
contexte d’endocytose. Mais aucune étude n’a permis de leur attribuer un réle dans le

déclenchement de la réponse immunitaire231,

VWF et endocytose

Si les cellules et le(s) récepteur(s) permettant 'endocytose n’ont pas été clairement
identifiés, il a été démontré que le vVWF protege le FVIII d’'une reconnaissance par les CPA.
En effet, il a été montré in vitro que le vVWF diminue I'endocytose du FVIII par les MO-DC,
menant a une diminution de la capacité de ces cellules a activer des LT CD4+ 158, [n vivo, il
a été confirmé que la co-administration de FVIII et de vVWF permet de réduire les taux
d’inhibiteurs synthétisés par des souris hémophiles232-234 Ces résultats sont corroborés
par une étude tres récente, utilisant un FVIII modifié, possédant un nanobody (anticorps
simple chaine) dirigé contre le vVWF a la place du domaine B23>. Ce FVIII posséde une
affinité pour le vWF 25 fois plus importante qu'un FVIII BDD et permet une présence de
FVIII dans le plasma deux fois plus longue. In vivo, 5 injections de ce FVIII modifié
n’induisent des anticorps anti-FVIII que chez 12,5% des souris, contre 87,5% pour le FVIII

BDD. Le fait que, chez la souris, 'augmentation de I'affinité pour le vWF endogene diminue
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I'immunogénicité du FVIII thérapeutique, confirme I'importance du réle protecteur du
vWF. De plus, la comparaison in vivo entre pdFVIII et rFVIII montre que, si le pdFVIII
active plus les CPA que le rFVII], il diminue en revanche la production d’inhibiteurs23e.

Cependant, si le vVWF protege le FVIII d’'une reconnaissance par certains récepteurs, il est
possible que le vWF soit, lui, reconnu par d’autres récepteurs, déclenchant I'’endocytose
du complexe vWF/FVIII et une éventuelle présentation de peptides du FVIII. Certains
récepteurs liant le FVIII et le vWF, voire méme permettant leur dégradation, ont d’ailleurs
été identifiés237.238, Parmi eux, on trouve CLEC4M, un récepteur de la famille des
lectines239 et Siglec-5226, Trés récemment, une étude in vivo a identifié le récepteur
Stabiline-2 comme jouant un réle dans la clairance et le déclenchement de la réponse
immunitaire anti-FVIII240, En effet, cette étude démontre in vitro et in vivo que le FVIII est
internalisé, de maniére dépendante du vWF, par Stabiline-2. En effet, le FVIII seul
n’interagit que faiblement avec Stabiline-2, mais le complexe FVIII/VWF est
lui, internalisé. Chez des souris déficientes en Stabiline-2, la demi-vie du vWF est
rallongée et la phase lente de clairance du FVIII est prolongée. Concernant l'effet sur la
réponse immunitaire, chez ces mémes souris, les taux d’anticorps anti-FVIII sont
significativement diminués et la co-injection de vWF, de FVIII et d’acide hyaluronique (le
ligand naturel de Stabiline-2) engendre une compétition pour la fixation a la Stabiline-2

et induit une diminution du taux d’anticorps anti-FVIIL
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Famille Récepteur Expression Liaison au FVIII ? Liaison au vWF ? Réle surle FVIII Référence
Hépatocytes, Domaines A2/A3
Récepteurs Cellules de Kupffer, (FVINI activé par la En présence de forces J. Biol. Chem. 274
aux LDL LRP1 Macrophages, thrombine) ':je cisaillement Catabolisme (1999) 23734-23739
(LDLR) Cellules dendritiques Chaine légére (inhibée
par le vWF)
Blood 106 (2005)
Autres LDLR Ubiquitaire (foie) Qui ? Catabolisme 906-912.
Rel(’::g:;—r ’ Glycanes désialylés du  Glycanes désialylés N {1 VAL, (HEETest £
Lectine . Hépatocytes Y staly v estaly Catabolisme (2005) 1257-1265.
glycoprotéine domaine B liés
(ASGPR)
. . . - Haematologica 97
Siglec:s Monocytes, Mgcrophages, Independ_ar!te des acides Acide sialique sur les Catabolisme (2012) 1855-1863.
Neutrophiles, LB sialiques glycanes N-liés
Glycanes mannosylés Endocytose puis A0 WL Aozl Sl
Macrophages, Cellules v nnosy . yrose p U.S.A. 104 (2007)
CD206 dendritiaues exposés Non présentation aux LT 2965 8970
4 (inhibée par le vWF) CD4+ :
Foie, J. Thromb. Haemost.
CLE(_:4M Cellules endothéliales Glycanes forte’ment Glycanes N-liés Catabolisme 11(2013) 98.
(L-Sign) . . - mannosylés
lymphatiques sinusoidales
" . . Catabolisme et .
Scanvenger Stabilin-2 Cellules endothéliales sinusoidales Quand complexé au VWE oui déclenchement de Ia J Clin Invest. 2018
classe H lymphatiques, du foie et de la rate P 20.10.1172/1CI196400

réponse immunitaire

Figure 13. Récepteurs capables de fixer le FVIII et/ou le vWF. D’aprés Lai, Cell. Immunol,,
2016.

FVIII a longue durée de vie et endocytose

Contréler la reconnaissance du FVIII par les CPA est un critere essentiel dans le
développement de nouvelles molécules thérapeutiques. L'immunogénicité des FVIII
modifiés doit donc étre étudiée. La PEGylation par exemple a été décrite comme
permettant de réduire in vivo I'immunogénicité d’enzymes24l. Pour ce qui concerne le
FVII], il a été démontré que sa PEGylation diminue son endocytose in vitro et I'activation
des LT. Cela se traduit in vivo par une incidence plus faible d’inhibiteurs chez la souris24Z,
bien que d’autres études contestent cette conclusion243.

Pour ce qui concerne les FVIII-Fc, si I'ajout du fragment Fc permet une reconnaissance de
la molécule via le FcRn, il permet également une fixation a d’autres récepteurs Fc (FcR),
notamment ceux liant les IgG (FcyR). Or, ces récepteurs sont exprimés par les CPA. Il est
donc peu probable que le FVIII-Fc soit inerte d'un point de vue immunologique244. On peut
par exemple imaginer une activation de I'immunité liée a la reconnaissance de complexes
immuns, ou alors la diminution de la réponse, notamment via une interaction avec un
FcyR inhibiteur (le FcyRIIb)245. Des travaux chez la souris montrent effectivement une
immunogénicité 1égerement réduite du FVIII-Fc lorsqu'’il est donné a 50-100 Ul/kg, mais

augmentée a plus forte doses?46247, Chez les patients, une étude a montré une absence
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d’inhibiteurs?48249, Cependant, cette étude a été menée sur des patients PTPs, qui sont
moins a risque de développer des inhibiteurs que les PUPs. De nouvelles études restent
donc a mener pour établir I'effet sur I'endocytose de ce FVIII-Fc. Enfin des résultats
récents suggerent que l'utilisation du scFVIII, qui posseéde une affinité supérieure pour le

vWF, diminuerait également I'incidence des inhibiteurs chez 'Homme101.250,

Présentation aux lymphocytes T

L’'importance des LT auxiliaires (LT CD4*) dans la réponse immunitaire anti-FVIII a été
indirectement démontrée notamment par la disparition d’inhibiteurs chez des patients
infectés par le VIH qui élimine les LT CD4+* 251, Une fois internalisé par les CPA, le FVIII est
maintenu dans les endosomes ou il est clivé en peptides. Ces vésicules fusionnent alors
avec d’autres vésicules issues du RE contenant le CMH Il pour former les « compartiments
contenant les CMH II » (MHC Class II-containing Compartment - MIIC). C’est au sein de ce
compartiment que s’effectue la dégradation finale du FVIII et qu'une partie des peptides
qui en sont issus, sont chargés sur les molécules de CHM II, permettant la formation du
complexe CMH/peptide. La vésicule fusionne alors avec la membrane de la CPA
permettant, notamment en conditions inflammatoires, I'expression du complexe a leur
membrane252, L’ensemble de ces mécanismes constitue « 'apprétement antigénique ». En
parallele de cet apprétement par les CPA, ces dernieres entrent dans la circulation pour
migrer vers les organes lymphoides secondaires et présenter 'antigene aux lymphocytes
T auxilliaires (helper - LTh).

Ces LT CD4+ font partie des 2 a 5% des thymocytes issus d’'un processus de sélection
drastique. En effet, dans le thymus des thymocytes subissent une série de sélections
(positive et négative) qui engendre la survie des cellules dont le TCR peut fixer un CMH
du Soi et s’activer lorsqu’un peptide exogene y est fixé. Ainsi, la sélection positive permet
’élimination des thymocytes dont le TCR ne reconnait pas de CMH du soi. La sélection
négative consiste en la présentation d’antigenes du Soi et identifie ainsi les thymocytes
qui réagissent aux complexes CMH /peptide du Soi. Parmi ces thymocytes de forte affinité
pour les complexes CMH/peptide du Soi, certains seront purement et simplement
éliminés (risque d’auto-immunité), mais une partie deviendra des LT régulateurs naturels

(nTreg). Les facteurs permettant I'engagement vers la lignée Treg plutét que I’élimination
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ne sont pas clairement identifiés. Cependant, il est possible que de subtiles différences
dans l'affinité pour le Soi, dans leur stade de maturité au moment du signal, ou leur
localisation dans un niche du thymus soit impliquées253-255, Ces nTregs jouent un role
majeur dans la régulation de la réponse immunitaire, notamment en secrétant des
cytokines régulatrices de 'immunité (par exemple I'IL-10 et le TGFf) ou en interagissant
avec les CMH des CPA, empéchant ainsi leur activation. Pour ce qui concerne les
thymocytes qui reconnaissent faiblement les peptides du Soi, ils sortent de ce processus
de sélection, sont donc « restreints a un CMH » et deviennent soit cytotoxiques (Cytotoxic
T Lymphocytes - CTL, CD8*), soit auxiliaires. Ce sont ces derniers qui établissent une
synapse immunologique avec les CPA qui présentent un peptide du FVIII sur leur CMH II.
Cette synapse consiste en la mise en place de trois signaux permettant une activation
compléte du LT naif. Le premier de ces signaux est la reconnaissance du complexe
CMH /peptide par le TCR. Cette reconnaissance est stabilisée par un corécepteur du TCR,
le CD4 qui va reconnaitre le CMH de classe II. Le deuxiéme signal est la surexpression, par
les CPA, des molécules de co-stimulation. Ces molécules renforcent la communication
entre les CPA etles LT (par exemple, CD80/86 et CD40 exprimés par les CPA lientle CD28
et CD40L sur les LT, respectivement). Ces molécules de co-stimulation sont absolument
essentielles au développement de la réponse immunitaire anti-FVIIL. En effet, chez des
souris déficientes pour ces molécules ou chez qui elles sont bloquées, on ne constate
aucune apparition d’anticorps anti-FVIII256.257, Enfin, la production de cytokines pro-
inflammatoires par les CPA est le dernier signal permettant I'activation complete du LT
naif en LT CD4* effecteur (Teff). Cette activation est immédiatement suivie de leur
prolifération et de leur polarisation en sous-populations de Teff. Ainsi, I'’effet des LT est-il
étudié a travers leur prolifération et a leur polarisation en réponse a un antigene.

Pour ce qui est de la prolifération des LT en réponse au FVII], elle a été observée comme
étant corrélée avec les titres inhibiteurs2s8, En effet, les cellules circulantes déplétées en
LB issues de patients a fort titre inhibiteur sont plus sensibles au FVIII que celles de
patients a faible titre ou d’individus sains. Il est ainsi a noter que les individus sains ont
des LT spécifiques du FVIIIL. Grace a une stratégie de stimulation in vitro de clones issus
de PBMC de donneurs sains, ces LT spécifiques du FVIII ont été estimés a environ 1,7 par
million de cellules?>®. Une autre étude montre que ces LT CD4* d’individus sains

proliferent, dans une moindre mesure et transitoirement, en réponse au FVIII ou a des
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peptides du FVIII253.260, Cependant, il semble que les lymphocytes circulants d’individus
sains proliferent significativement plus en réponse au domaine A3 que ceux des patients
hémophiles. D’apres les auteurs de cette étude, cela reflete la sensibilisation des
lymphocytes a I'ensemble du FVIII, permettant sa tolérance. Comparativement a la
présence continue de 0,1 pg/mL de FVIII, les lymphocytes de patients ne sont confrontés
qu’a de faibles doses, ne permettant pas I’exposition a I'ensemble des épitopes présents
sur le FVIII213, La polarisation des LT, bien qu’étant une étape essentielle au
développement de la réponse immunitaire anti-FVII[, ne peut néanmoins pas étre
assimilée a la production systématique d’inhibiteurs.

Pour ce qui concerne la polarisation, elle est guidée par les cytokines polarisantes
constituant le 3¢ signal d’activation du LT. Elles vont notamment permettre la
prolifération et la polarisation du LTh en sous-population Th1, Th2, Th17, T régulateurs
induits (iTreg) ou Th folliculaires (Tfh). Ces sous-populations cellulaires sont
phénotypiquement et fonctionnellement distinctes et influent sur 'orientation de la
réponse immunitaire en aval2¢l, Chez les patients avec inhibiteurs, les sous-populations
Th1 et Th2 sont les plus retrouvées, suivies des Th17262, Dans un contexte général, la
polarisation Th1l engendre la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme
l'interféron gamma (IFNy) ou I'IL-2. Ce cocktail cytokinique favorise I'activation des CPA
et favorise plutét 'immunité cellulaire (les CTL, NK...), tandis que les cellules ThZ2 ont
globalement tendance a favoriser 'immunité humorale (sécrétion d’anticorps par les
plasmocytes). Cependant, il est inexact de voir ces réponses comme antinomiques. Bien
qu’'une régulation croisée ait été décrite (les cellules Th1 régulent les réponses Th2 et
inversement), un type de réponse n’est jamais exclusif par rapport a 'autre. Ainsi, les
cellules Th1, via la production d'IL-2 promeuvent également la régulation immunitaire
via le développement d'iTreg263.

Dans le cadre de la réponse anti-FVII], la polarisation Th2 semble étre associée chez le
patient, a des titres inhibiteurs plus forts, tandis que la polarisation Th1 est corrélée avec
de plus faibles taux d’inhibiteurs26+. Des travaux in vitro ont complété ces observations en
analysant la polarisation de cellules CD4* naives lors de cultures de cellule du sang
périphériques (PBMC) de patients sans inhibiteurs, avec inhibiteurs ou de donneurs sains
en présence de FVIII26>, Les LT CD4* de patients sans inhibiteurs se polarisaient en Th1

et Tregs, mais pas en Th2. En revanche, celles de patients avec inhibiteurs se polarisent
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en Th1 et ThZ2, mais pas en Tregs. Dans cette méme étude, les PBMCs de certains donneurs
sains proliferent en réponse au FVIII et se polarisent en Th1 uniquement. En revanche,
pour les donneurs sains dont les LT ne proliféerent pas en présence de FVIII, la polarisation
s’oriente vers des Tregs. Ainsi, les cellules Th1 joueraient un role dans l'initiation de la
réponse immunitaire anti-FVIII puisque des que les LT proliferent en présence de FVII],
ils s’orientent vers ce profil. Les Th2 induiraient la production d’inhibiteurs, puisque
retrouvés uniquement lorsque les LT sont issus de patients avec inhibiteurs. De plus, dans
le cas ou la réponse se met en place, 'apparition d’inhibiteurs est liée a I'absence de LT
régulateurs ou alors a leur mauvaise capacité a réguler266.

Ainsi, la mise en place de la réponse immunitaire anti-FVIII et la sécrétion d’anticorps par
les LB sont la résultante d’'un ensemble de mécanismes complexes qui passent notamment

par les LT et leurs sous-populations.

Réle des lymphocytes B

Les LB se développent dans la moelle osseuse et se caractérisent principalement par
I'anticorps membranaire qu’ils expriment. Le processus de maturation vise a permettre
aux LB de subir tous les réarrangements géniques nécessaires a I'expression, une fois
matures, d'un BCR fonctionnel et spécifique d’'un antigene. Ainsi, au cours de leur séjour
dans la moelle osseuse, les nombreux stades de maturation des LB (progéniteur, pro-, pré-
pro, pré-B) vont subir de multiples réarrangements des genes codant leur BCR. Un
processus itératif permet 'expression de la chaine lourde de ce dernier, puis d'y associer
une chaine légere. Cela aboutit, au stade B immature, a l'expression d'une IgM
membranaire, premiere forme fonctionnelle du BCR. De plus, chaque allele de chaine
lourde et légere réarrangé empéche une recombinaison ultérieure. Ce phénomene
d’exclusion allélique permet qu'une méme cellule B n’exprime a terme, qu'un seul BCR.
Puis, sur le méme principe que pour les LT, la capacité des BCR a se lier au Soi est évaluée.
Cependant, la sélection est moins drastique que dans le cas des LT puisque les LB
autoréactifs ne peuvent pas étre stimulés sans qu’il n'y ait un LT autoréactif spécifique du
méme antigene. Malgré tout, les LB dont le BCR reconnait un antigene du Soi sont éliminés
par apoptose ou entrent en anergie (incapable de répondre a un stimulus). Les autres LB

immatures, non ou faiblement autoréactifs, sont préts a migrer vers la rate et les ganglions
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lymphatiques en passant par des stades dits « transitionnels » (LB T1 puis T2) pour
devenir totalement matures. Au cours de cette migration, des [gD membranaires avec la
méme spécificité et affinité pour I'antigene que 'l[gM sont exprimées. Ainsi, le LB mature
exprime des IgM et des IgD membranaires et possede la capacité a circuler dans le sang
et les organes lymphoides secondaires. Si un LB mature naif n'y rencontre pas son
antigene, il mourra par apoptose au bout de quelques mois. En revanche, s’il rencontre
son antigene, il le lie via son BCR, I'internalise et en présente des peptides sur son CMH II,
tout comme une CPA. Un LT précédemment activé par le méme antigene reconnait le
complexe CMH/peptide et active a son tour le LB grace aux trois signaux précédemment
décrits.

Les LB activés retournent alors dans la rate ou les ganglions lymphatiques et certains vont
s’y différencier en plasmocytes. On distingue alors soit des plasmocytes qui retournent
dans la moelle osseuse pour y nicher et se différencier en plasmocytes a longue durée de
vie, soit des plasmocytes a courte durée de vie. Ces derniers forment des foyers primaires,
permettant la production de grandes quantités d’IgM de faible affinité lors de la phase
précoce de la réponse immunitaire2¢’. Une autre partie des cellules stimulées migre vers
les follicules des organes lymphoides secondaires pour y former un centre germinatif
(CG)%%8. Dans ces CG, l'expression de l'enzyme AID (Activation-Induced cytidine
Deaminase) et la présence de Tfh permettent le déclenchement d'un processus
d’hypermutation somatique permettant 'augmentation de I'affinité des BCR spécifiques
pour I'antigene. D’autre part, AID déclenche également une commutation isotypique, qui
change l'isotype des anticorps produits, notamment en IgG. Les LB des CG qui ont subi ces
deux évenements produisent donc des anticorps de forte affinité pour l'antigene, d’'une
autre classe qu'lgM?269. Ces LB sont alors dits « mémoires » puisqu'’ils constituent un
réservoir de cellules persistant tout au long de la vie, prétes a réagir contre I'antigene.
L’existence de ces LB mémoires permet, dans le cas d’'une nouvelle rencontre avec
I'antigene, de déclencher une réponse secondaire plus rapide et plus forte que la réponse
primaire. En effet, grace a leur BCR de forte affinité, les LB mémoires peuvent se
différencier en plasmocytes en réponse a des concentrations d’antigenes beaucoup plus
faibles. De plus, ces plasmocytes sécretent directement des IgG de forte affinité contre

I'antigene.
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Dans le cadre de la réponse anti-FVIII, une étude récente a comparé la différenciation des
plasmocytes et des LB mémoires circulants de patients avec ou sans inhibiteurs, apres
stimulation par du FVIIL Il a été trouvé dans tous les groupes des plasmocytes sécrétant
des IgM anti-FVIII. Concernant les LB mémoires circulants spécifiques du FVII], ils ont été
estimés chez les patients avec inhibiteurs, entre <0,01 et 0,4% des cellules produisant des
IgG222, Par ailleurs, ils produisent des IgG anti-FVIII chez les patients avec inhibiteurs,
mais pas chez les patients sans inhibiteur270, Mis en parallele avec ce que nous avons vu
précédemment, a savoir que les patients sans inhibiteur sécretent des anticorps de faible
affinité pour le FVIII, ces résultats semblent traduire une réponse primaire, sans
hypermutation somatique ni commutation isotypique. Ainsi les patients sans inhibiteur
sécretent des IgM et IgG anti-FVIII de faible ou moyenne affinité pour le FVIII193.203, En
revanche, les inhibiteurs sont majoritairement des IgG4, avec une affinité pour le FVIII
100 fois plus importante que les anticorps non-inhibiteurs203, ce qui laisse penser qu’il y
a eu une communication entre LT et LB spécifiques du FVIII a la suite de laquelle il y a eu
formation de CG et différentiation des LB en plasmocytes a courte et longue durée de vie,
ainsi qu’en LB mémoires271. Ces LB mémoires seraient alors essentiels au maintien de la
réponse humorale anti-FVIII a long terme et au caractére anamnestique de la réponse
chez les patients avec de forts titres inhibiteurs219272, Cela a été confirmé chez la souris,
ou des plasmocytes ont été détectés dans la rate apres 2 injections de FVIII, corrélant avec
I'apparition d’'inhibiteurs dans le plasma. Apres la 4¢ et derniere injection de FVIII, leur
nombre a diminué, tandis que des plasmocytes ont été détectés dans la moelle osseuse
apres la 3¢ injection de FVIII et étaient toujours présents plus de 5 mois apres la derniere
injection?73,

Pour conclure, comme le montre I'analyse de la littérature et notamment la présence de
LT spécifiques du FVIII chez des individus sains et la production d’anticorps anti-FVIII
chez environ 20% d’entre eux, I'apparition de la réponse immunitaire inhibitrice anti-

FVIII semble plutot correspondre a I'arrét du controle de celle-ci274.

La seconde partie de cette these étudie la possibilité de prévenir et/ou de bloquer
la réponse immunitaire anti-FVIII en empéchant I'activation des LB spécifiques du
FVIIL. Pour ce projet, I'activation des LB est inhibée par blocage de la voie de

signalisation du BCR, via un inhibiteur de la Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk).
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IV. Stratégies d’induction de tolérance au FVIII
1. Induction de tolérance immunitaire (ITI)

Description des protocoles d’ITI

L’apparition des inhibiteurs constitue une impasse thérapeutique et, a I'heure actuelle,
une seule stratégie existe permettant de les faire disparaitre. Cette stratégie est
«l'induction de tolérance immunitaire » (ITI) et consiste en I'administration répétée de
FVIII sur de longues périodes (jusqu'a plusieurs années). Elle rassemble en réalité
plusieurs protocoles différents. Le premier a avoir été décrit est le protocole « de Bonn »,
appelé ainsi car expérimenté pour la premiére fois en Allemagne par le Pr
Brackmann?75276, ]] consiste en l'injection de fortes doses de FVIII (100 Ul/kg) toutes les
12 heures, avec 50 Ul/kg d’aPCC en complément. Ce régime est maintenu jusqu’a ce que
les titres inhibiteurs aient assez chuté, que I'aPCC puisse étre arrété et compensé par une
augmentation de FVIII a 150 Ul/kg. Un autre protocole a également été développé qui
utilise de faibles doses de FVIII et qui consiste en I'injection de 25 a 50 Ul/kg trois fois par
semaine2?7. Ce protocole, dit de « Van Creveld », s’il permet une économie financiére,
requiert cependant un temps de traitement encore plus long. De maniere globale, ces
stratégies sont un succes chez 65 a 70% des patients®’. La réussite de I'ITI est évaluée par
la disparition des inhibiteurs (<0.6 UB/mL), couplée a la ré-augmentation de l'activité
FVIII (>66% de 'activité normale) et de sa demi-vie (> 6h)278279,

Afin d’étre capable d’estimer en amont les chances de réussite de I'I'TI, de nombreux
facteurs prédictifs ont été étudiés, notamment a travers des études rétrospectives de
cohortes. C’est ainsi que le pic historique du titre d’'inhibiteurs atteint, le titre d’inhibiteurs
du patient au début de I'ITI et I'intensité du pic d’inhibiteurs suite au début de I'I'TI ont été
identifiés280, En effet, dans les deux premieres semaines d'ITI, un pic d’inhibiteurs est
observé et disparait jusqu’a éradication éventuelle des inhibiteurs. Un pic historique
maximal inférieur a 200 UB/mL, un titre d’inhibiteurs au début de I'ITI inférieur a
10 UB/mL et un pic en début d'ITI inférieur a 200 UB/mL ont ainsi été associés a un
meilleur pronostic de réussite de I'ITI281.282, C’est pour diminuer ce pic initial qu'un autre
protocole d’ITI a été développé, qui associe a l'administration de FVIII la prise

d'immunosuppresseurs (cyclophosphamide), de fortes doses d’IglV et/ou
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d'immunoadsorption extracorporelle préalable selon le titre d’inhibiteurs du patient
(protocole de Malmg)283. En revanche, d’autres facteurs ont été proposés mais n’ont,
jusqu’a présent, pas été validés de maniere certaine. On retrouve ici le débat évoqué
précédemment sur le type de préparation de FVIII utilisé (pdFVIII ou rFVIII), la dose
utilisée, la discontinuité de I'I'T], la durée entre le diagnostic des inhibiteurs et le début de
I'ITI (démarrer des le diagnostic ou attendre que le taux d’inhibiteurs descende sous les
10 UB/mL) ou encore le protocole d’'ITI284-287 [] faut noter que pour les patients chez qui
I'ITI est un succes, la probabilité de réapparition d'inhibiteurs estde 13% a 1 an et de 33%
a 5 ans. Presque un patient sur trois rendu tolérant au FVIII (30%) voit ainsi son titre
d’inhibiteurs remonter une fois ; et un sur cing, plus d'une fois28s,

Pour les patients chez qui les inhibiteurs subsistent apres I'ITI, d’autres stratégies sont
alors mises en place. Le passage a un pdFVIII (contenant du vWF) ou l'ajout
d'immunosuppresseurs peuvent étre envisagés s’ils n’ont pas déja été utilisés. Autrement,
les patients sont traités avec du Rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20, un
marqueur de différentiation des lymphocytes B28929, La liaison du Rituximab peut
engendrer la destruction rapide du LB par le systeme du complément (complement-
dependent cytotoxicity - CDC), la stimulation de 'apoptose ou la lyse du LB par une cellule
immunitaire (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC). La disparition
d’auto-anticorps a la suite de l'utilisation de Rituximab a déja été démontrée dans
plusieurs maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide2°l. L'utilisation
de cette stratégie s’est avérée efficace dans environ 50% des patients résistants a I'ITI

dans une cohorte britannique?2°2.

Mécanismes d’induction de tolérance

Les mécanismes précis qui permettent I'induction de tolérance par ces injections répétées
de FVIII sont aujourd’hui toujours méconnus. De maniere globale, il semble que la
présence continue de FVIII dans un contexte non-inflammatoire permette I'établissement
d’une tolérance au FVIII et la disparition des inhibiteurs293.294, De plus, cette présence
continue semble épuiser les LT CD4+, pour lesquels le cycle cellulaire s’interrompt et qui
perdent leur capacité de prolifération et de production de cytokines295.29, Or, une étude

in vitro a démontré que ni le FVIII, ni le vVWF ne portent de signaux de danger
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intrinseques63. Cela appuie I'’hypothese évoquée au paragraphe «Intensité du
traitement » selon laquelle I'inflammation subséquente aux saignements pourrait étre la
source de ces médiateurs de danger.

Comme nous 'avons vu, une fois la réponse immunitaire anti-FVIII mise en place, les
patients avec inhibiteurs posseédent d’'une part des LT spécifiques du FVIII, des LB
mémoire et des plasmocytes a longue durée de vie dans leur moelle osseuse. Sachant que
les plasmocytes arrétent d’exprimer des récepteurs spécifiques de I'antigene pendant leur
différentiation297, il est peu probable qu'’ils soient éradiqués pendant I'ITI. En revanche, il
est possible que les LT ou les LB mémoire soient eux inhibés ou éliminés par cette
stratégie. Ce qui correspond aux observations chez les patients ou les LB mémoire
spécifiques du FVIII ne sont plus détectées lorsque I'I'TI fonctionne29%,

Une étude d’Hausl et al. en 2005 a montré chez la souris que la stimulation et la
différentiation des B mémoire est dépendante des doses de FVIII utilisées2°. Des LB
mémoire (des splénocytes déplétés en plasmocytes) de souris hémophiles immunisées
contre le FVIII peuvent étre restimulés entre 100 pg/mL et 1 pg/mL de FVIII, mais pas au-
dela de cet intervalle. Ainsi, les concentrations physiologiques de FVIII ont tendance a
promouvoir la génération de LB mémoire. En revanche, au-dessus de ce seuil, 'exposition
au FVIII semble causer une inhibition irréversible des LB mémoire, indépendante des LT,
via l'activation de caspases, molécules impliquées dans l’apoptose. Ces travaux
confirment une observation selon laquelle le succes de I'ITI ne serait pas dépendant de la
délétion des LT spécifiques du FVIII300,

Par ailleurs, il a été montré que l'induction de tolérance via I'ITI est corrélée avec la
géneération d’anticorps anti-idiotypiques301302, Ceux-ci empéchent les inhibiteurs de
reconnaitre le FVIII et semblent également inhiber les LB spécifiques du FVIII en liant le
BCR des LB spécifiques du FVIII33, L’ensemble de ces phénomenes pourrait donc
expliquer I'induction de tolérance au FVIII par les protocoles d’ITI.

Par ailleurs, d’autres mécanismes supposés dans I'ITI sont a I'étude. Deux études in vivo
ont montré que I'exposition chronique a de faibles doses d’antigene (autre que le FVIII)
permet la génération de novo de Tregs, notamment a partir de LT matures, permettant
I’établissement d'une tolérance a cet antigene304305, Dés lors, I'implication des Tregs a été

étudiée.
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De maniéere générale, les LT régulateurs sont, comme leur nom l'indique, les principales
cellules permettant la régulation de la réponse immunitaire par l'inhibition des LT
effecteurs (qui correspondent a tous les LTh sauf les Tregs). Comme nous l'avons vu
(paragraphe « présentation aux lymphocytes T »), il existe des Tregs naturels, issus de la
sélection thymique, ainsi que des Tregs induits qui sont une sous-population de LTh. Si
I’ensemble de ces Tregs est caractérisé par I'expression de CD25 et FoxP3, la contribution
de chacune de ces sous-populations a la régulation de la réponse immunitaire n’est pas
clairement établie3%6, En revanche, il a été décrit que ces Tregs jouent un role central dans
le maintien de la tolérance au Soi, permettant notamment la prévention de l'auto-
immunité, 'induction de la tolérance maternelle au foetus et la tolérance orale (tolérance
contre les antigénes alimentaires). Ils ont également été montrés comme protecteurs
contre les allergies et les pathogenes. Tout comme les LT, ils possedent un TCR et leur
activation est antigene-spécifique. En revanche, un débat existe quant a savoir s'ils
peuvent inhiber les LT avec une autre spécificité antigénique que la leur, ou pas3%7. De
méme, les mécanismes par lesquels ils exercent leur fonction suppressive restent a
préciser. Ils semblent néanmoins pouvoir agir de trois facons différentes. La premiere est
le contact direct avec la cellule cible. En effet, des expériences in vivo ont montré que
I'expression de CTLA-4, qui se lie aux molécules de co-stimulation des CPA (signal 2),
empéche ainsi I'activation du LT3098, Le second moyen par lequel ils inhibent les Teff est la
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme I'[L-10 ou le TGFf, comme démontré
chez la souris309310, Enfin, il semble que les Treg puissent également entrer en
compétition avec les Teff pour capter les cytokines activatrices. Les Teff alors privés de
ces cytokines meurent par apoptose, comme montré in vivo311, De plus, il est probable que
ces mécanismes soient redondants et que certains s’activent ou s’arrétent selon le
contexte312,

Quant a leur possible role dans I'I'T], une étude in vivo chez la souris a montré que des Treg
pourraient étre impliqués, sans pour autant élucider par quels mécanismes313. Au cours
de cette étude, des souris ont été rendues tolérantes au FVIII par transfection durant la
période néonatale, puis confrontée a 4 injections de FVIIII. Les auteurs ont ainsi détecté
la génération de Tregs, ainsi que la production d’IL-10. La régulation des Teff par les Treg
engendrerait l'arrét de la différenciation de nouvelles cellules B mémoires en

plasmocytes. Dans ce contexte, les plasmocytes a longue durée de vie générés lors des
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premieres injections de FVIII durant I'ITI seraient éliminés sans qu'’ils puissent étre
réapprovisionnés par de nouveaux plasmocytes??8. Cependant, cela n’explique pas
pourquoi la tolérance se met en place alors que les LB mémoires ont la capacité de
reconnaitre directement le FVII, a se comporter en CPA et a se différencier en

plasmocytes.

2. Nouvelles stratégies d’induction de tolérance

Etant donné la longueur, le colit et les relativement faibles taux de réussite de I'ITI, de
nouvelles stratégies visant a induire la tolérance au FVIII sont développées. En effet, si
l'utilisation concomitante d'immunosuppresseurs permet une amélioration du taux de
réussite, I'immunosuppression n’est en rien spécifique du FVIII et peut avoir d’autres
conséquences pour le patient. C'est pourquoi les LT et les LB spécifiques du FVIII sont les
cibles principales de ces nouvelles stratégies.

L’inhibition de I'activation des LT est étudiée par plusieurs équipes. Ainsi, le blocage des
molécules de co-stimulation des LT (signal 2) a fait I'objet de nombreuses études. En effet,
il a été montré que des souris hémophiles invalidées pour une molécule de co-stimulation
(B7.2 ou CD86) ne développent pas d’inhibiteurs. Par ailleurs, la méme équipe a démontré
que l'injection de CTLA-4 couplé a un fragment d'IgG1 (CTLA-4-Ig) permet le blocage de
I'activation T via I'inhibition de cette méme liaison entre B7.2 et CD28, son récepteur. Les
souris qui recoivent du CTLA-4-Ig la veille et le lendemain de la premiere injection de
FVIII ne produisent ainsi pas d’inhibiteurs pendant les 4 semaines apres l'injection,
malgré trois autres injections de FVIII256. De méme, l'utilisation d'un anticorps empéchant
la liaison entre le CD40 (exprimé par les CPA) a son ligand (CD40L exprimé par les LT),
permet chez la souris de prévenir la réponse humorale anti-FVIIL. Si I'administration de
I'anticorps la veille de l'injection de FVIII permet d’éviter le développement d'une
réponse, I'induction d'une tolérance a long terme n’est pas systématique?>7.314, Une autre
stratégie ciblant la synapse entre la CPA et le LT est l'utilisation de fragment f(ab)’2 d'un
anticorps anti-CD3. Le CD3 étant un corécepteur du TCR, l'utilisation de ce fragment
modifie le complexe CD3/TCR, ce qui modifie le signal qu’il transmet. Cela conduit a
'anergie, voire I'apoptose du LT, ou a sa différentiation en Treg. In vivo, cette stratégie

permet ainsi la génération de Tregs spécifiques du FVIII, permettant une diminution du
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nombre de Teff et une tolérance au FVII], au moins a court terme?2°4. La modification du
ratio Treg/Teff au profit des Tregs a également été obtenue par la co-injection, avec du
FVII], de rapamycine qui est un inhibiteur de la voie de I'IL-2315, L'IL-2, en tant que
cytokine agissant sur les LT, est en effet une cible de choix pour ces nouvelles thérapies.
L’injection d’'un complexe IL-2/anti-IL-2 a ainsi permis la génération de Tregs, confirmant
des résultats antérieurs dans des mélanomes, carcinomes et maladies auto-immunes316.
Cette génération de Tregs inhibe la production d’inhibiteurs et permet la tolérance au
FVIII317. Malgré tout, ces techniques sont spécifiques des LT activés par un antigéne, quel
que soit cet antigene. Pour pallier a cette absence de spécificité au FVIII, le génie génétique
a été utilisé afin de faire exprimer par des Tregs de donneurs sains un TCR spécifique du
FVIIL La génération de Tregs spécifiques du FVIII a permis, in vitro une suppression des
Teff, ainsi que la suppression de la différenciation des LB mémoires en plasmocytes318,
Une autre stratégie consiste a identifier les épitopes présents sur le FVIII dans le but de
les modifier et d’éviter la présentation de peptides du FVIII31°. Pour cela, I'utilisation de
tétrameres (molécules recombinantes mimant le CMH) ou l'utilisation de souris

exprimant un CMH humain sont les outils les plus couramment utilisés320.

La troisiéme et derniére partie de cette thése vise a caractériser une nouvelle lignée
murine hémophile et exprimant un CMH II humain, le HLA-DRB1*01:01. L’objectif
de ce projet est de caractériser les souris naives, ainsi que la réponse immunitaire

anti-FVIII qu’elles développent aprés immunisation.

Concernant les LB, des travaux du laboratoire ont évalué la possibilité d’inhiber les
plasmocytes via un inhibiteur du protéasome, le bortézomib321. Malgré une diminution
du nombre de plasmocytes, les titres inhibiteurs n’ont pas diminué, laissant suggérer que
les plasmocytes spécifiques du FVIII n'ont pas été atteints par cette stratégie. Une autre
approche consiste a faire exprimer par des LB activés (blastes) les domaines
immunodominants du FVIII (A2 et C2) couplés a la chaine lourde d’'une IgG322. En effet,
cette partie des IgG contient des « régitopes T» (ou Tregitopes), des épitopes qui semblent
recruter des Tregs323. Cette stratégie, déja démontrée dans le cas de lipopolysaccharides
(LPS), permet l'induction de tolérance vis-a-vis de l'antigene324. Plus récemment, les

fragments A2-Fc et C2-Fc ont également été utilisés au laboratoire pour induire une
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tolérance materno-feetale325. Lors de ce travail, ces antigenes injectés a des souris
gestantes étaient transférés au feetus via la liaison au FcRn, exprimé par le
syncytiotrophoblaste. La présence de ces domaines du FVIII lors du développement du
systéme immunitaire permet le développement de Tregs, a la fois centraux et
périphériques, induisant une tolérance au FVIII.

Enfin, 'utilisation de la thérapie génique a permis de développer une stratégie consistant
en l'injection a des souris hémophiles de mégacaryocytes exprimant du FVIII326327, Ces
précurseurs donnent des plaquettes, qui synthétisent également le vVWF et contiennent
ainsi des complexes intracellulaires FVII[/vWF, maintenus dans des granules et
augmentant significativement la demi-vie du FVIII328. In vivo, cette reconstitution de la
moelle osseuse par des mégacaryocytes permet de diminuer la probabilité d’inhibition
par les IgG anti-FVIII puisque les plaquettes activées au site du saignement relarguent le
FVIII proche du lieu ou il agit. Cela diminue ainsi son temps de présence dans la circulation
et diminue la probabilité qu'il soit reconnu par les inhibiteurs. De plus, la production de
ce FVIII par les plaquettes permet I'induction d’une tolérance qui se traduit par 'absence
d’inhibiteurs en réponse au FVIII, 16 semaines apres la transplantation des plaquettes,
méme chez des souris ayant déja développé des inhibiteurs329. Cette tolérance semble

médiée par les LT CD4+ spécifiques au FVIII330,

V. Objectifs

Les objectifs de ma these ont été de proposer et de valider de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour les patients atteints d’hémophilie A, ainsi que de caractériser un
nouveau modele d’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII.

Le premier axe de ma these a consisté a évaluer une stratégie alternative a la thérapie de
substitution. En effet, le traitement des hémorragies par injection de la protéine FVIII est
compliqué par la faible demi-vie de celle-ci, son cofit, ainsi que la nécessité d’un traitement
avie.]’ai donc cherché a valider une nouvelle stratégie qui repose sur I'utilisation d’ARNm
transcrits in vitro (In vitro Transcribed - IVT mRNA)331 codant le FVIIIL. Cette stratégie
repose sur I’hypothese qu’'une unique injection d’ARNm permet une production de FVIII
continue, permettant une présence de FVIII dans le plasma beaucoup plus longue que la

demi-vie du FVIIL. J'ai ainsi cherché a valider la production de FVIII endogéne in vitro, mais
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également in vivo, dans un modéle murin d’hémophilie A sévére. J'ai également étudié
I'effet de l'injection intraveineuse de ces ARNm sur la correction du phénotype
hémorragique.

Le second aspect de ma thése s’est intéressé a éviter la complication la plus courante chez
les patients hémophiles, qu’est I'apparition d’'une réponse immunitaire anti-FVIIL J'ai
ainsi étudié la possibilité d’éviter le développement de cette réponse immunitaire en
inhibant les lymphocytes B spécifiques du FVIII par inhibition de la Bruton’s Tyrosine
Kinase, un élément essentiel de la voie de signalisation du BCR. La Btk est une cible
thérapeutique de choix puisqu’elle intervient notamment dans I'activation, la survie et la
prolifération des LB. Elle est ainsi devenue une molécule cible dans le traitement des
proliférations lymphoides B malignes ou de certaines maladies auto-immunes332.]’ai donc
évalué le potentiel thérapeutique de I'inhibition de la Btk dans le cadre d’'une réponse
primaire et d’'une réponse mémoire au FVIII.

Enfin, la derniere partie de ma thése a consisté en la caractérisation d’'un modeéle murin
d’hémophilie A, humanisé pour le CMH de classe II. Les modeéles murins actuels sont de
bons substituts pour I'’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII puisque plus de 70%
des souris développent une réponse apres plusieurs injections de FVIII thérapeutique. De
plus, comme chez les patients, elle est dépendante des LT CD4* et se traduit par
I'apparition d’IgG anti-FVIII inhibitrices333. Cependant, dans ces modeles, le FVIII est pris
en charge par des CPA murines qui présentent les peptides sur un CMH murin. Ainsi,
'analyse in vivo du répertoire de peptides du FVIII présentés et I'évaluation de FVIII dans
lesquels les épitopes T humains ont été modifiés n’est pas possible. Ce sont en effet les
peptides de forte affinité pour le CMH murin qui sont présentés. J’ai donc caractérisé un
modele murin développé au laboratoire de souris invalidées pour le gene du FVIII et ceux
du CMH I et Il murins et transgéniques pour les genes du CMH I et Il humains. J’ai ainsi
étudié les animaux naifs ainsi que la réponse immunitaire anti-FVIII chez des animaux

immunisés avec du FVIII thérapeutique.
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I. Correction des saignements par injection d’ARNm codant le FVIII
dans un modele murin d’hémophilie A

(Soumis a Blood, ref BLOOD/2018/836072)

La prévention ou le traitement des saignements chez les patients hémophiles A se fait par
injection de FVIII exogene. Ce FVIII est issu soit du plasma de donneurs sains, soit du génie
génétique. Qu'il soit purifié a partir de plasma ou recombinant, sa production est
compliquée et coliteuse. De plus, la demi-vie du FVIII est courte (environ 12 heures), ce
qui oblige a des injections fréquentes et altere considérablement la qualité de vie des

patients132,

C’est pourquoi d’autres stratégies alternatives ont été développées. Certaines ont pour
objectif de modifier le FVIII pour en allonger la demi-vie (ajout d'un fragment Fc,
PEGylation ou FVIII monocaténaire)194. Cependant, 'augmentation de la demi-vie du FVIII
est limitée par la demi-vie de sa protéine chaperonne, le vVWF. Ainsi, d’autres stratégies
n’utilisant pas de FVIII sont utilisées. Cela comprend I'utilisation d’agents court-circuitant
le FVIII dans la cascade de la coagulation (FVIIa, concentrés de protéines du complexe
prothrombinique activé - aPCC) ou encore l'utilisation d’inhibiteurs des régulateurs

naturels de cette cascade que sont la aPC, le TFPI, ou I'antithrombine.

Plus récemment, un anticorps bispécifique, reconnaissant le FIXa et le FX a été approuvé
aux Etats-Unis sous le nom d’Hemlibra®. Cette molécule permet le rapprochement spatial
des deux molécules, remplacant le role de co-facteur du FVIII et permettant I'activation
du FX par le FIXal%. En parallele, 1a thérapie génique a subi de nombreuses améliorations
et montre désormais des résultats trés encourageants. Cependant, elle est toujours
confrontée a des difficultés, notamment la préexistence chez presque une personne sur
cing, d’anticorps anti-adenovirus associated vector (AAV), le vecteur viral utilisé dans la
majorité des thérapies géniques. De plus, la difficulté de controle de I'insertion dans le

génome constitue toujours une limite de cette stratégie.
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L’objectif de ce projet a été de proposer et de valider une nouvelle stratégie alternative a
la thérapie de substitution utilisant un ARNm transcrit in vitro (IVT mRNA) codant pour
le FVIIL. Les ARNm présentent les avantages, d'une part, de ne pas avoir a s’intégrer dans
le génome et, d’autre part, qu'’il existe des mécanismes physiologiques de régulation de
leur expression. Ils constituent donc une alternative tres intéressante a la thérapie

génique et aux thérapies de substitution.

Les ARNm, découverts au début des années 1960, ont depuis été utilisés dans de
nombreuses stratégies thérapeutiques. Ainsi peut-on déterminer trois contextes majeurs
dans lesquels ils constituent un outil thérapeutique : les immunothérapies dans les
cancers, la vaccination et les thérapies de remplacement. Pour stimuler le systeme
immunitaire et ainsi lutter contre le développement tumoral, la possibilité de réinjecter
ses DC au patient apres les avoir transfectés avec des ARNm ex vivo, ou alors d’injecter
directement 'ARNm au patient, a été étudiée. Concernant le traitement ex vivo, des
patients atteints de mélanomes avancés (stades IIl et IV) ont ainsi développé des
lymphocytes T (CD4* et CD8*), apres injection de DC transfectés avec des ARNm codant
des antigenes associés aux tumeurs (gp120 et la tyrosinase). Ces lymphocytes, spécifiques
de ces antigenes, produisent de I'l[FNy lorsqu'ils sont stimulés in vitro334. D’autres travaux
ont également conduit a la mise en place de nombreux essais cliniques de phase I, comme
par exemple dans le traitement du cancer de la prostate, du carcinome rénal ou du
neuroblastome335. Dans le cadre de la leucémie myéloide aigue, I'injection intradermale
de DC transfectées avec un ARNm codant pour la Wilms’ tumor 1 protein (WT1) a permis
une rémission complete chez 2 patients sur dix336. La rémission complete a été définie
comme une absence de blastes dans le sang et <5% dans la moelle. Concernant le
traitement du mélanome, 'utilisation d’ARNm codant quatre antigénes associés aux
tumeurs (Tumor-Associated Antigen — TAA) est également évaluée3?’. Toujours pour
traiter le mélanome, des DC ont été transfectés avec les ARNm issus de la tumeur du
patient (ARNm autologues), permettant ainsi une personnalisation du traitement et une
présentation des peptides spécifiques a chaque patient338339, Cette thérapie
personnalisée a également fait I'objet d’'un essai clinique de phase 1340. Concernant
I'immunothérapie dans le cancer par injection directe d’ARNm, 'efficacité de la stratégie

a également été évaluée lors de nombreux essais cliniques34l. Des ARNm ont par exemple
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été utilisés dans le cancer de la prostate ou les patients ont été traités avec des ARNm
codant pour quatre TAA spécifiques de cet organe (prostate-specific antigen — PSA -,
prostatespecific membrane antigen - PSMA -, prostate stem cell antigen - PSCA - et six-
transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 - STEAP1 -). Une réponse immunitaire
a été détectée chez 79% des patients traités avec ces ARNm, dirigée contre les antigenes
transgéniques pour 45% d’entre eux342. Si un essai de phase III a été lancé dans le cadre

du carcinome rénal343, il a été arrété en avril 2018 pour manque d’efficacité.

Concernant l'utilisation des ARNm pour la vaccination contre des maladies infectieuses,
ils servent dans ce cas a produire des antigenes d’'un pathogene afin de créer une réponse
immunitaire spécifique contre ce pathogéne. La premiere étude dans ce contexte a été
faite en utilisant un ARNm codant pour la protéine Hsp65 de Mycobacterium leprae3++.
L’administration par voie intranasale de cet ARNm a permis la capture des ARNm par les
CPA du poumon et la protection de souris contre une infection par M. tuberculosis pendant
4 semaines. Dans le cas de la grippe saisonniére, l'utilisation d’ARNm codant pour
I’hémaglutinine grippale a permis le développement d’'une réponse immunitaire et la
protection chez la souris345, Dans cette méme étude, il a suffi de 8 jours seulement pour
développer un vaccin efficace contre la souche H7N9, une fois les séquences des genes
codant I'hémaglutinine et neuraminidase de cette souche publiées. Des études ont
également été menées dans le cadre du VIH. En effet, une thérapie nommée « AGS-004 »
a été développée et consiste en des DC transfectés avec des ARNm autologues codant pour
CD40L et quatre antigénes du HIV (Gag, Vpr, Rev et Nef). Cette thérapie vise a promouvoir
et amplifier la génération de LT CD8* spécifiques du HIV dans la phase de I'infection ou il
y a une génération naturelle de ces cellules et un déclin viral346. Si I'utilisation de cette
thérapie, en combinaison avec un traitement antirétroviral, a permis le développement
de CD8* chez 7 patients sur neuf347, cela ne s’est pas traduit, lors d’un essai clinique de
phase II, par une baisse de la charge virale a long terme348. Par ailleurs, un ARNm codant
pour les chaines légere et lourde d'un anticorps neutralisant du HIV (le VRCO01) a été
utilisé chez des souris humanisées pour les cellules lymphoides34°. L’utilisation de cet
ARNm in vivo a permis d’obtenir des taux d’anticorps 1,65 fois plus importants qu’en
injectant 600 pg de I'anticorps, ainsi qu'une protection des souris pendant 2 semaines

apres infection au HIV.
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A nouveau, l'utilisation de cellules transfectées avec des ARNm a ouvert la voie a
'utilisation des ARNm en alternative aux thérapies de remplacement. Ainsi, des
monocytes transfectés avec des ARNm codant I'IL-10 et des DC synthétisant de I'IL-4 ont
montré des résultats prometteurs dans des modeles murins de myocardite autoimmune
et de diabéte autoimmun, respectivement3>0.351, La preuve de concept quant a I'utilisation
d’ARNm encapsulé dans des nano-particules lipidiques (Lipid Nano-Particules - LNP) a
été donnée dans le cas de I'érythropoiétine (EP0)33L Dans cette étude, I'injection de 0,1
pug d’ARNm codant I'EPO a des souris ou des singes permettait une augmentation des taux
d’EPO, ainsi qu'une présence dans le plasma cinq fois plus longue qu’apres administration
de 3 pg de protéine. Plus récemment, I'injection d'un ARNm codant le FIX et formulé dans
des LNP nommés LUNAR ont permis une production de FIX chez des souris déficientes en
FIX352, Dans cette étude, les ARNm n’ont pas permis une présence du FIX pendant plus
longtemps que la protéine, en revanche et de maniere intéressante, des injections
répétées d’ARNm ne semblent pas déclencher de réponse immunitaire anti-FVIIL. Si les
auteurs ne signalent aucune perte d’activité FIX, ni aucune perte de poids des animaux au
cours des injections, les anticorps anti-FIX n’ont pas été quantifiés. Ainsi, cela laisse

espérer une absence de réponse anti-FIX.

Pour évaluer la faisabilité de cette stratégie dans le cadre du FVIII, j’ai utilisé des IVT
mRNA codant pour différents FVIII, codon-optimisés ou pas. Apres avoir validé la
production de FVIII in vitro apres transfection, j'ai injecté par voie intraveineuse des
souris déficientes en FVIII avec différentes doses d’ARNm et quantifié la production de
FVIII endogéne pendant 72h. Par immunofluorescence, j'ai ensuite confirmé
I'accumulation de FVIII a proximité des macrophages métallophiliques de la zone
marginale de la rate, validant ainsi des observations faites avec du FVIII thérapeutique?223.
Enfin, j’ai validé la correction du phénotype hémorragique par une unique injection
d’ARNm. Pour cela, 24h apres 'injection, j’ai sectionné le bout de la queue des souris et

évalué le volume de sang perdu pendant 20 min.

L’ensemble de mes résultats montre qu'une unique injection d’ARNm chez la souris
permet une production de FVIII endogéne pendant 72h, 6 fois plus importante que la
quantité de FVIII injectée lors de thérapie substitutive. La demi-vie estimée atteint alors

17,9h. Par ailleurs, cette simple injection permet de maintenir pendant 72h des taux de
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FVIII >5% du taux normal de FVIII, seuil qui permet de réduire le nombre d’arthropathies
annuel de plus de 80%3%3. De plus, cette unique injection d’ARNm permet une correction
totale du phénotype hémorragique chez la souris a 24h. Cette étude ouvre la voie a
l'utilisation des ARNm pour la production endogéne de protéines, méme caractérisées par

de trés faibles taux de traduction, comme le FVIIL.

Par ailleurs, la complication la plus redoutée lors du traitement avec du FVIII est
I'apparition d’'une réponse immunitaire anti-FVIII. La production endogene de FVIII
permet un profil de glycosylation endogene. Il a été montré que ces glycosylations sont
un facteur important pour le développement de la réponse immunitaire354. Nous avons
ainsi émit I’hypothese que le FVIII traduit a partir des ARNm serait moins immunogeéne
que le FVIII thérapeutique. Or, il s’avére que des expériences complémentaires montrent
une immunogénicité exacerbée chez les souris injectées avec 'ARNm (présentées a la
suite de l'article soumis). Il a été démontré que les modifications apportées a ’ARNm lors
de sa production, ainsi que le processus de purification permettent d’éviter 'activation de
la réponse innée via les TLRs355-357, Nous pensons donc que le FVIII lui-méme peut étre
source d'immunogénicité et allons utiliser des ARNm codant pour des FVIII moins
immunogenes!®0. La seconde source possible d'immunogénicité est le vecteur utilisé dans
cette étude, a savoir les LNP. Nous avons utilisé ici le TransIT, des LNP développées pour
la transfection in vitro et dont nous avons modifié I'utilisation pour une efficacité in vivo.
Ces constructions lipidiques peuvent étre source d'immunogénicité3>8 et pourraient dans
le cas du FVIII causer une cytotoxicité, engendrant la production de signaux de danger
(voir au paragraphe « Intensité du traitement »). Nous envisageons donc d’utiliser
d’autres vecteurs, offrant en plus la possibilité de cibler certains types cellulaires en
couplant ces particules a des protéines spécifiques de ces cellules3%°. Enfin, nous
envisageons de cibler le foie en incorporant une séquence cible d'un micro ARN (miRNA)

inhibant toute production dans les cellules hématopoiétiques3¢0.
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Key points
1. Systemic delivery of in vitro transcribed FVIII-encoding mRNA to FVIII-deficient mice

allows the endogenous production of procoagulant FVIII

2. FVIII levels above 5% of normal plasma levels were maintained for upto 72 hrs and

corrected the bleeding phenotype in a tail clipping assay

Abstract

The treatment or prevention of bleeding in patients with hemophilia A rely on replacement
therapy with different factor VIII (FVIII) containing products or on the use of by-passing
agents, i.e., activated prothrombin complex concentrates or recombinant activated factor VIL
Emerging approaches include the use of bispecific anti-factor IX/factor X antibodies, anti-
Tissue Factor Pathway Inhibitor antibodies, interfering RNA to antithrombin or gene therapy.
The latter strategies however meet with short term clinical experience and potential adverse
effects including the absence of tight temporal and spatial control of coagulation or risk for
uncontrolled insertional mutagenesis. The systemic delivery of mRNA allows the endogenous
production of the corresponding encoded protein. Thus, injection of lipid nanoparticles-
formulated erythropoietin-encoding mRNA resulted in increased erythropoiesis in mice and
macaques. Here, we demonstrate that a single injection of in vitro transcribed FVIII-encoding
mRNA to FVIII-deficient mice allows the endogenous production of pro-coagulant FVIII at
levels greater than 5% of normal circulating FVIII levels for up to 72 hours, with an estimated
half-life of FVIII production of 17.9 hours. The amount of FVIII produced over 72 hours was
6-fold greater than that injected at once in regular replacement therapy. The endogenously
produced FVIII corrected the bleeding phenotype in a tail clipping assay. Taken together, our

results suggest that the administration of mRNA is a plausible strategy for the endogenous
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production of proteins characterized by poor translational efficacy and encourage the
development of improved mRNA delivery systems to foster the yields of FVIII production in

Vivo.

Keywords: Hemophilia A, factor VIII, in vitro transcribed mRNA, mRNA therapy
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Introduction

Hemophilia A is a rare X-linked hemorrhagic disorder that results from insufficient plasma
levels of pro-coagulant factor VIII (FVIII).! Replacement therapy using exogenous FVIII is to
date the most efficient strategy to treat or prevent bleeds. It is however extremely expensive
owing to the elevated production costs and short half-life of therapeutic FVIII and need for life-
long treatment. Several alternative strategies to correct bleeding include the use of FVIII by-
passing agents, such as activated prothrombin complex concentrates (aPCC), recombinant
factor VIIa (rFVIIa) or monoclonal FVIII-mimicking bispecific antibodies,? the injection of
anti-Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)® or of interfering RNA to antithrombin (AT),* and
gene therapy.® Each of these promising therapies has however intrinsic challenges that may
limit broad application at term.

The in vivo production of proteins following the administration of mRNA was demonstrated in
the early 90’s in the case of luciferase and beta-galactosidase.® leading to the first clinical trial
with mRNA a decade later.” Concomitantly, both double and single stranded RNA were found
to trigger innate immunity upon ligation of TLR3, 7 and 8, and RIG-1.5""! The replacement of
uridines by 1-methylpseudouridines and the removal of RNA dimers by HPLC was

1213 and allowed the in vivo

demonstrated to abrogate the activation of innate immune cells,
production of different proteins including erythropoietin, factor IX and anti-HIV antibodies
without the induction of overt neutralizing immune responses.'*!” The administration of
synthetic mMRNA was also used in vaccination strategies either by direct injection'® or upon
adoptive transfer of ex vivo transfected dendritic cells.'**

Because of its monogenic nature and of the low amounts of FVIII needed to correct the bleeding
phenotype of the patients, hemophilia A is a particularly suitable disease for treatment with

mRNA. Furthermore, transfection with mRNA is by essence not integrative, and thus avoids

risks of uncontrolled insertional mutagenesis that may occur in regular gene therapy
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approaches. In addition, mRNA is only transiently active and is degraded by physiological
pathways, thus ensuring its safety and facilitating the control of the bio-availability of the
encoded protein. Here, we validated that the intravenous administration of FVIII-encoding
mRNA allows the production of therapeutic levels of pro-coagulant FVIII in FVIII-deficient

mice.

Material and Methods

Cloning of FVIII

The cDNA encoding human B domain-deleted (BDD) FVIII (FVIIITSQ), containing the 14-
amino acid segment SFSQNPPVLKRHQR in place of the B domain, cloned in the ReNeo
mammalian expression plasmid with a geneticin resistance, has been described previously.?!
Codon optimization of the DNA sequence encoding human BDD-FVIII was adapted to the bias
of Homo sapiens using an in-house proprietary software (GeneOptimizer) from GeneArt
(Thermo Fisher, Darmstadt, Germany). The GeneOptimizer software also calculates removal
of cis-acting sequence motifs, including internal TATA-boxes, chi-sites and ribosomal entry
sites, AT- or GC-rich sequence stretches, AU-rich elements, inhibitory and cis-acting repressor
sequence elements, repeat sequences, RNA secondary structures, and all cryptic splice sites.

The codon optimized BDD-FVIII-encoding cDNA was also cloned in the ReNeo vector.

In vitro transcription of mRNA

mRNAs were transcribed as previously described®?

using the linearized plasmids encoding
BDD-FVIII (FVIIT™SQ), the codon-optimized BDD-FVIII (CoFVIIT™S®) and firefly luciferase
(Luciferase). The Megascript T7 RNA polymerase kit (Thermo Fisher) was used for

transcription, and UTP was replaced with 1-methylpseudouridine triphosphate (mI1¥TP,

TriLink, San Diego, CA) to generate m1'¥-containing mRNA. All mRNAs were transcribed to
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contain 100-nt long poly(A) tails. To obtain capl, RNA was incubated with guanylyltransferase
and 2 -O-methyltransferase (Vaccinia capping system; New England Biolabs, Frankfurt). All

mRNAs were purified and stored at -20°C.

In vitro transfection

For transient in vitro production of FVIII, baby hamster kidney (BHK) cells (0.5 million cells
in 48-well plates) were transfected with FVIIT"SQ or CoFVIIT"SQ cloned in the ReNeo vector
(0.1 pg) using lipofectamin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). For in vitro transfection using
mRNA, mRNA (0.4 pg) was mixed with TransIT®-mRNA reagent (0.45 pl, Mirus Bio,
Madison, WI, USA) and Boost reagent (0.29 pl) in a final volume of 50 ul of Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium for 2 min at room temperature. HEK293 cells (50.000 cells/130 pL)
were incubated with the formulated mRNA overnight in DMEM-F12 (DMEM-F12, Thermo
Fisher). FVIII was measured in the supernatant after 24 hours. Supernatant was kept frozen at

-80°C until use.

Treatment of mice

Mice were 8 to 12-week-old FVIII exon 16 knock-out C57BL/6 mice. Mice were injected
intravenously with recombinant BDD-FVIII (rFVIII, Refacto®, Pfizer, 150 IU/kg), or with
mRNA (1 to 5 pg) formulated in TransIT® (100 to 350 pL final volume). Blood was collected
from retro-orbital sinus 6, 24, 48 or 72 hours following the injection of mRNA. Plasma was
kept frozen at -80°C until use. Animals were handled in agreement with local ethical authorities

(Comité Charles Darwin, ethical authorization #3335 2015121718044892).
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Quantification of FVIII antigen (FVIII:Ag)

96-well ELISA plates (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific) were coated with a mouse
monoclonal anti-C2 domain IgG (ESH-8, Sekisui Diagnostics, Kings Hill, Kent, UK) at
1 pg/mL in bicarbonate buffer pH 9.5 for 1 hour at 37°C. Wells were saturated using 3% bovine
serum albumin (BSA) in 20 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.05% tween 20. Serial dilutions
of plasma or cell culture supernatants in 20 mM Hepes pH 7.4, 600 mM NacCl, 0.05% tween 20
were incubated for 1 hour at 37°C. FVIII was detected using a mouse monoclonal biotinylated
anti-A2 domain antibody (GMA 8015, Green Mountain Antibodies, Burlington, VT, USA) and
revealed by streptavidin-horse radish peroxidase (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and
its 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) substrate (eBioscience, Thermo Fisher Scientific). A

standard pool of human plasma (Siemens, Marburg, Germany) was used as standard.

Quantification of FVIII activity (FVIII:C)
FVIII:C was measured in culture supernatant or in mouse plasma using a FVIII chromogenic
Assay (Siemens) and using pooled human plasma as a standard. Apparent specific activities

were calculated by dividing the FVIII:C by FVIII:Ag for each individual plasma/supernatant.

Luciferase detection

Wild-type 8 week-old Balb/c males (Janvier, Saint-Berthevin, France) were injected
intravenously with 5 pg of luciferase-encoding mRNA formulated in TransIT®, and 24 hours
later with 225 mg/kg luciferin. After 10 min, luminescence was detected using an In Vivo
Imaging System (Lumina II, PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Images were acquired and

analyzed by Living Image® 4.4 software (PerkinElmer).
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Immunofluorescence

FVIII-deficient mice injected intravenously with 3 pg of CoFVIIT"Q-encoding-mRNA or 3 ug
of rFVIII were sacrificed 24 hours or 30 min after injection, respectively. At the time of
sacrifice, blood was remove by flushing cold PBS into the heart of mice. The spleens were
frozen in Cryomatrix (Thermo Fisher Scientific). Serial cryosections (10 um) were air-dried
and fixed with acetone for 10 min. The sections were incubated with a polyclonal sheep anti-
FVIII antibody (CoaChrom Diagnostica, Enzersdorf, Austria) in Antibody Diluent Reagent
Solution (Invitrogen) for 2 hours at room temperature. An anti-sheep secondary antibody
coupled with Alexa Fluor 647 fluorochrome (Invitrogen) in Antibody Diluent Reagent Solution
was then added for 1 hour at room temperature, followed by addition of an anti Siglec-1
antibody conjugated to FITC (Serotec, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) overnight. Following
staining of nuclei using Hoechst (Invitrogen), slides were mounted using ProLong Diamond
Antifade Mountant (Invitrogen). Images were acquired using an Observer Z1 microscope
(Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with Illuminator HXP120 (Zeiss). Digital images were
captured with Zen software (Zeiss) and analyzed with Adobe Photoshop V.CS3 (Adobe,

Dublin, Ireland).

Bleeding time

FVIII-deficient mice were injected intravenously with 3 pg of FVIII-encoding mRNA, 1.2 or
3 IU of rFVIII or PBS as a negative control. Mice were anesthetized with Ketamine/Xylazine
(100 mg/kg and 10 mg/kg, respectively), and 3 mm of the distal tail were cut using a scalpel.
The amputated tail was immersed immediately in physiologic saline solution at 37°C, and blood
was collected for 20 min. The blood was then centrifuged at 3000 g for 15 min and red blood

cells pellets were lysed in water for 15 min. The absorbance of released hemoglobin was
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measured at 416 nm. The corresponding volume of blood lost was calculated using a standard

curve prepared by lysing red blood cells prepared from known volumes of mouse blood.
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Results

Codon-optimization of cDNA encoding FVIIIHSQ improves in vitro FVIII production

We first investigated whether codon-optimization of FVIIT"SQ improves the production of FVIII
by BHK transfected cells. To this end, the codon-optimized cDNA encoding B domain-deleted
FVIII (CoFVIIT"S?) was synthesized and inserted in the Reneo vector. BHK cells were
transiently transfected with 0.1 ug FVIII™SQ or CoFVIII™2encoding cDNA (Figure 1A).
FVIII:Ag and FVIII:C were measured in the supernatant 24 hours later by ELISA and
chromogenic assay. Transfection with CoOFVIII?SQencoding cDNA produced 4.2-fold more
FVIII:Ag (0.059+0.013 AU vs 0.014+£0.003 AU, respectively, P<0.01) and 4.8-fold more
FVIIL:C (0.135+0.035 AU vs 0.028+0.013 AU, respectively, P<0.01), than transfection with
the non-optimized FVIII"S®encoding ¢cDNA. Our data confirm previous findings obtained

23,24

upon gene therapy in preclinical models of hemophilia A, on the capacity of codon

optimization to increase the yields of FVIII production.

Transfection with FVIII-encoding mRNA leads to FVIII production in vitro

We then validated the capacity of mRNA transcribed in vitro using the FVIIT'Q and
CoFVIII™2encoding ¢cDNA as templates, to promote FVIII production. As the codon-
optimization is for Homo Sapiens, human HEK293 cells were transfected with mRNA encoding
FVIITSQ or CoOFVIITS formulated in TransIT® (Figure 1B). As a negative control, HEK293
cells were transfected with luciferase-encoding mRNA. Transfection with the two FVIII-
encoding mRNA lead to the in vitro production of FVIII, although to similar amounts
(0.16+0.02 TU/mL vs 0.200.02 TU/mL for FVIIT"SQ and CoFVIITTS, respectively) and similar
activities (0.20£0.01 TU/mL vs 0.24+0.02 IU/mL, respectively). Accordingly, the specific

activity of FVIII produced using both mRNA did not differ (1.32+0.11 and 1.23+0.15,

80



RESULTATS

respectively), suggesting that codon optimization has no beneficial effect on the production of

FVIII when cells are transfected with mRNA, in our experimental system.

Systemic delivery of FVIII-encoding mRNA to FVIII-deficient mice leads to the
endogenous production of FVIII

FVIII-deficient mice were injected intravenously with 1 ug of FVIITSQ or CoFVIITSQ.
encoding mRNA formulated in TransIT® (Figure 2A). Plasma levels of FVIII:Ag and FVIII:C,
measured after 24 hours, were 0.57+0.08 IU/mL and 0.42+0.15 IU/mL in the case of FVIIT"SQ
encoding mRNA, and 0.61+0.23 TU/mL and 0.2740.11 TU/mL in the case of CoFVIIIMSQ
encoding mRNA. Likewise, the specific activities of FVIII"SQ and CoFVIII"SQ did not differ
significantly: 0.7340.31 and 0.36+0.09, respectively. The endogenous production of FVIII was
then followed over 72 hours after the injection of 1, 3 or 5 pug of CoFVIII"SQ-encoding mRNA.
At 24 hours (Figure 2B, left panel), there was a non-significant dose-dependency between the
dose of mRNA injected and the levels of FVIII:C reached in the circulation, ranging from
0.2740.11 to 0.42+0.14 TU/mL. Interestingly, the mean residual FVIII activity 72 hours after
the injection of 3 and 5 pg of mMRNA (Figure 2B, central panel), was above 5% of the theoretical
FVIIIL:C in normal plasma (0.06+0.02 IU/mL and 0.11£0.03 IU/mL, respectively).

We then estimated the total amount of FVIII produced over 72 hours following injection of
FVIII-encoding mRNA. To this end, mice were injected intravenously either with 3 TU of
human rFVIII or with 3 pg of CoFVIIT*Q-encoding mRNA formulated in TransIT® (Figure
2C, right panel). The areas under the curves depicting the changes in FVIII plasma levels over
time were 2.9 and 17.8 IU/mL*hours, respectively, showing that the injection of 3 pg of mMRNA
allows the endogenous production over a period of 72 hours of amounts of FVIII 6-fold greater
than the amount of rFVIII injected at once. The half-life of rFVIII in the circulation was fitted

using a two-phase decay equation: short and long half-lives of 0.9 and 4.7 hours were
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calculated. The apparent half-life of production of CoFVIII"SQ was calculated by fitting the
FVIIL:C levels measured at 24, 48 and 72 hours with a one-phase decay equation: it was 17.9

hours.

Bio-distribution of the mRNA-encoded protein

We first detected the site of production of luciferase in wild-type Balb/c mice 24 hours after the
injection of luciferase-encoding mRNA. Visualization of the mice by IVIS 10 minutes after the
injection of luciferin indicated endogenous luciferase production in 5/5 mice (Figure 3A).
Measurement of luciferase activity on individual organs demonstrated production in the liver
and the spleen (Figure 3B) but not in the kidneys, lungs, heart, muscle or brain (not shown).
We then attempted to detect FVIII by immunohistochemistry in spleen sections from FVIII-
deficient mice injected with CoFVIII"?-encoding mRNA formulated in TransIT®. As
controls, FVIII-deficient mice were not injected or were injected with rFVIIIL. Unlike luciferase,
FVIII is secreted in the circulation. Mice were therefore injected with ice-cold PBS at the time
of sacrifice to remove circulating FVIII. While no FVIII was detected in spleens from
untouched mice (Figure 3C), intravenously administered rFVIII accumulated in the marginal
zone (MZ) of the spleens at the level of siglec-1-positive metallophilic macrophages within 30
minutes of injection, as shown previously.?> FVIII produced endogenously following injection
of mRNA was also detected at the level of MZ metallophilic macrophages at 24 hours. FVIII

was not detected in liver sections (data not shown).

Correction of the bleeding phenotype of FVIII-deficient mice by the endogenously
produced FVIII
We then investigate the effect of a single injection of FVIII-encoding mRNA on the bleeding

phenotype of FVIII-deficient mice. FVIII-deficient mice were injected with PBS, with 3 pg
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FVIII"S2encoding or CoFVIII*SQencoding mRNA or with 1.2 or 3 IU rEVIII (Figure 4). The
tip of the mouse tails was clipped after 30 minutes in the case of rFVIII or after 24 hours in the
case of PBS or mRNA, and blood loss was followed over 20 min. While the PBS-injected mice
lost 274.30+53.39 uL of blood, injection of rFVIII protected the mice from major bleeding with
blood loss of 86.0+44.9 uL and 12.2+0.9 pL for 1.2 IU (P<0.05) and 3 IU (P<0.001) rFVIII,
respectively. Interestingly, mice injected with FVIII-encoding mRNA loss 45.84+24.6 uL of
blood (P<0.001 as compared to PBS-treated mice), showing correction of the bleeding

phenotype.
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Discussion

The present work documents the endogenous production of pro-coagulant FVIII following the
injection of FVIII-encoding mRNA into FVIII-deficient mice. FVIII levels achieved 24 hours
after the injection of mRNA were about 40% of the levels in normal plasma. The expression
levels of FVIII are notoriously low owing to poor transcriptional and translation efficacies®®*
as well as retention of the protein in the ER.>*¥ Attempts to improve the levels of expression
of FVIII include the partial removal of the B domain with conservation of essential N-

3,30

glycosylation sites,”**” mutation of a BiP binding site?' to ensure improved transfer from ER to

3334 and codon

Golgi,*? removal of the furin cleavage site to generate a single chain molecule
optimization. In the present work, mRNA was generated using wild-type?! or codon optimized
c¢DNA encoding human BDD-FVIIL. While codon optimization improved FVIII production
following transfection of eukaryotic cells with plasmid DNA in vitro, it did not increase the
levels of FVIII:C or FVIII:Ag following in vitro mRNA transfection of cells or in vivo
transfection of FVIII-deficient mice. Codon optimization aims at improving translation rates by
using codons for which the cognate tRNA levels are not limiting. Thus, codon optimization of
FVIII-encoding cDNA cloned in lentiviral vectors or adenoviral-associated vectors was shown
to lead to more than 10-fold increased FVIII levels after in vitro transfection of cell lines and
after injection to wild-type or FVIII-deficient mice****. The lack of improvement in protein
production associated with the administration of codon optimized mRNA encoding FVIII
suggests that codon optimization of FVIII preferentially targets transcriptional rather than
translational events, as previously shown.?>=¢ Alternatively, levels of mMRNA introduced in each
cell upon in vivo transfection with TransIT® may be much lower than that transcribed
endogenously following transfection using DNA, and insufficient to exhaust non-abundant
tRNA. Increasing the amount of mRNA injected in vivo had however no significant effect on

the FVIII levels reached in the circulation.
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Frequent spontaneous joint and muscle bleeds in patients with severe hemophilia A eventually
lead to the development of arthropathy and functional joint impairment. An association between
joint bleeds and baseline FVIII activity levels was demonstrated®’, with FVIII levels above 5%
of the normal values drastically reducing the occurrence of joint bleeds. Because the half-life
of human FVIII in patients with HA is comprised between 12 and 18 hours, ideal prophylactic
replacement therapy is the gold standard to maintain healthy joint functions.®® In FVIII-
deficient mice, the half-life of human FVIII is comprised between 4 and 6 hours. Interestingly,
delivery of FVIII-encoding mRNA yielded FVIII levels that corrected acute bleeding in a tail
clipping assay, and were maintained above 5% for up to 72 hours. The longer residence time of
FVIII produced after mRNA delivery as compared to that of recombinant FVIII results from
the cumulative lifespans of the transfected mRNA in the cells and of the FVIII released in the
circulation. The mRNA-based therapy can be improved by engineering the encoded protein to
extend its half-life.* Indeed, a novel FVIII molecule with an increased half-life has recently
been developed upon fusion of FVIII to the Fc fragment of human IgG1.> We anticipate that
the use of mMRNA encoding long-lasting FVIII glycoproteins will allow a further increase in the
duration of FVIII detection in vivo.

The delivery of luciferase-encoding mRNA led to the detection of luciferase in the liver and
spleen. Using immuno-fluorescence, the FVIII produced endogenously after mRNA delivery
was exclusively detected in the MZ of the spleen. However, owing to low levels of FVIII
produced and lack of sensitivity of endogenous FVIII detection in tissue sections, it is not clear
whether the detection of FVIII in the spleen results from a local production of FVIII or from
the accumulation in the MZ of FVIII secreted in the circulation. Growing evidence suggests
that microvasculature endothelial cells are the natural site of production of FVIIL***! Further
work will indicate whether targeting mRNA delivery to the endothelium using improved lipid

nanoparticle-based formulating agents*> and/or introducing target sequences that have

85



RESULTATS

complimentarily to the hematopoietic-specific microRNA are plausible strategies to improve

the levels of FVIII production in vivo.
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Legends to figures

Figure 1. In vitro production of wild-type and codon-optimized FVIIL. DNA in lipofectamin
(0.1 pg, panels A) or mRNA formulated in TransIT® (0.4 pg, panels B) encoding BDD-FVIII
(FVIII"SQ) and codon-optimized BDD-FVIII (CoFVIITMSQ) were used to transfect BHK (panels
A) or HEK293 (panels B) cells. mRNA encoding luciferase was used as a control (panels B).
FVIIL:Ag (left panels) and FVIII:C (middle panels) were measured in cell supernatant 24 hours
after transfection. The right panels depict the specific activities as calculated by dividing the
FVIIIL:C values by the FVIII:Ag values. Statistical differences were assessed using a two-tailed
t test (ns: non-significant, *: p<0.05, **: p<0.01, ***:p<0.001). Results are depicted as

means+SEM for 3 independent experiments.

Figure 2. Delivery of FVIII-encoding mRNA allows endogenous production of FVIIL.
mRNA encoding BDD-FVIII (FVIIT™?) or codon-optimized BDD-FVIII (CoFVIIT*S?) was
formulated in TransIT®. FVIII-deficient mice were then injected intravenously with 1 pg
(panels A) or 1, 3 or 5 ug (panels B) FVIII-encoding mRNA. FVIII:Ag and FVIIL:C were
measured in plasma after 24 and 72 hours. Individual symbols on the graphs represent
individual mice; horizontal bars represent means+=SEM. The dotted line indicates the critical
FVIII level (i.e., 5%) required to drastically reduce joint bleeds. Statistical differences were
assessed using a two-tailed t test (ns: non-significant, *: p<0.05). Panel C. Mice were injected
with 3 ug CoFVIII"SQencoding mRNA formulated in TransIT®, or with 100 ul 10 nM
recombinant BDD-FVIII (3 IU rFVIII). FVIIL:C in plasma was measured after 30, 60, 90, 120,
180, 240, 360, 390 and 480 min in the case of rFVIII, and 6, 24, 48 and 72 hours in the case of
mRNA. The dotted line depicts the non-linear fit (two-phase exponential decay) of the

experimental data obtained with rFVIIL. The full circles and full line curve represent
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means+SEM of 6 mice treated with mRNA (representative of 2 independent experiments).

Areas under the curves were calculated using Prism GraphPad (Version 6).

Figure 3. Detection of mRNA-encoded proteins in mice. Panels A and B. Five Balb/c mice
were injected intravenously with 5 pug of luciferase-encoding mRNA formulated in TransIT®.
The expression of luciferase was measured 24 hours later, following the intravenous injection
of luciferin (panel A). Mice were then dissected and the luciferase activity was measured in the
spleen, liver, kidneys and lungs. Luminescence was quantified and is expressed as p/sec/cm?/sr,
where p stands for photon and sr for steradian. Individual mice are depicted as single dots and
horizontal bars depict means+SEM. Panel C. FVIII-deficient mice were kept untouched
(uninjected, upper panels), or injected intravenously with 3 pg of rFVIII (middle panels) or with
3 ug of CoFVIII"S2encoding mRNA formulated in TransIT® (bottom panels). Mice were
sacrificed 30 min (uninjected and rFVIII) or 24 hours later (FVIII mRNA), and blood was
washed-out by injection of ice-cold PBS. FVIII (red, left panels) and siglec-1-positive
metallophilic macrophages (green, central panels) were then labeled on histological spleen
sections. Nuclei were labeled using Hoechst (Blue) and images were merged (right panels).

Data are representative of 2-5 mice. Magnification 40X.

Figure 4. Injection of FVIII-encoding mRNA corrects acute bleeding in FVIII-deficient
mice. FVIII-deficient mice were injected intravenously with 3 pg of FVIII"Q-encoding (empty
squares) or coFVHI“SQ-encoding mRNA (full circles) formulated in TransIT®, with 1.2 TU
(empty circles) or 3 IU (full diamonds) recombinant BDD-FVIII (rFVIII) or with PBS (full
triangles). Mice tails were clipped 3 mm from the tip, 24 hours after mRNA and PBS injection,
or 30 min after rFVIII injection. Bleeding intensity was measured as the volume of blood lost

during 20 min. Horizontal bar depict means and individual dots representing individual mice.
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Statistical differences were assessed using the double-sided Mann-Whitney test (ns: non-

significant).
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Résultats supplémentaires

Methods

Titration of anti-FVIII IgG

96-well ELISA plates (Nunc Maxisorp) were coated with recombinant FVIII
(Recombinate®, Baxter, Vienna, Australia) at 2 pg/mL in bicarbonate buffer pH 9.5 for
1 hour at 37°C and blocked with PBS-3% BSA. Serial plasma dilutions were then incubated
for 1 hourat 37°C. Bound IgG were revealed using a goat horse radish peroxidase-coupled
polyclonal anti-mouse IgG (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) and the o-
Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD) substrate. The mouse monoclonal IgG mAb6
specific for the heavy chain of FVIII (a gift from Prof. ].M. Saint-Remy, KUL, Belgium) was
used as a standard.

Titration of FVIII inhibitors

Serial dilutions of mouse plasma were incubated volume to volume with a standard pool
of human plasma (Siemens) for 2 hours at 37°C. The residual pro-coagulant FVIII activity
was measured using the FVIII Chromogenic assay (Siemens). Bethesda titers, expressed
in BU/mL, are defined as the reciprocal of the dilution of plasma that produces 50%
residual FVIII activity.

Résultats

Multiple injections of FVIII-encoding mRNA trigger an anti-FVIII immune response
The repeated administration of rFVIII is known to trigger the production of inhibitory
anti-FVIII IgG in mice after 3-5 injections.! We thus assessed the effect of multiple
injections of FVIII-encoding mRNA on the onset of an anti-FVIII immune response. We
treated FVIII-deficient mice with 1 pg FVIIIHSQ-encoding or CoFVIIIHSQ-encoding mRNA
once a week for 7 weeks. As a control, FVIII-deficient mice were injected once a week with
5 IU rFVIIL First, we measured residual plasma FVIII levels 24 hours after rFVIII or mRNA
injection (Figures S1A and B). Consistent with the short half-life of FVIII in mice, very low
FVIII:Ag and FVIII:C were measured in plasma 24 hours following injection of rFVIII
during the first 3 weeks of treatment. In the case of mRNA-treated mice, a sharp decrease
in both FVIII:Ag and FVIII:C was observed between the first (0.62+0.13 IlU/mL and
0.37+0.11 IU/mL, respectively) and second (0.14+0.03 [U/mL and 0.05+0.05 IU/mL,
respectively) injections. From the third week of treatment onwards, FVIII:C levels were
below detection levels.

We then investigated the presence of inhibitory anti-FVIII IgG by ELISA and using a
modified Bethesda assay, 5 days after each administration of mRNA or rFVIII to the mice.
As described previously, the intravenous administration of rFVIII induced a progressive
increase in levels of anti-FVIII IgG that reached a plateau after 5 injections
(10168+4501 AU after 7 injections, Figure S1C). This was mirrored by a gradual increase
in levels of FVIII inhibitors, that crossed 10 BU/mL 5 days after the fourth injection to
plateau at 111+79 BU/mL (Figure S1D). In the case of FVIII-encoding mRNA, levels of
anti-FVIII IgG as high as those obtained after 5 injections of rFVIII were detected as early
as 5 days following the second treatment. The plateau after 7 weeks of treatment
(98060+8251 AU) was 10-fold higher in the case of mRNA than in that of rFVIII. Likewise,
while no FVIII inhibitory activity was detected 5 days after the first injection of mRNA,
levels of 383+196 BU/ml were generated 5 days after the second injection, which
gradually increased to reach a plateau at 2258+669 BU/mL after 7 weeks of treatment.
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The plateau of FVIII inhibitors was thus 20-fold greater in mice treated with mRNA than
in mice treated with rFVIIL

Discussion

In patients with severe HA, inhibitory anti-FVIII IgG (FVIII inhibitors) generally develop
within the first 20 cumulated days of exposure to therapeutic FVIIL.2 In the present work,
and in agreement with previous studies in FVIII-deficient mice,® FVIII-binding IgG and
FVIII inhibitors were detected after 2 and 3 intravenous injections of recombinant FVIII,
respectively. The levels of anti-FVIII IgG increased to reach a plateau at 10 to 100-fold
higher levels after 2 to 3 additional injections of recombinant FVIIL. In the case of mRNA
administration however, close to maximal levels of FVIII-binding IgG and inhibitory
antibodies were reached after only two injections of FVIII-encoding mRNA. Accordingly,
the levels of endogenous FVIII:C were undetectable as early as after the second
administration of mRNA. Different explanations for such a brisk and intense immune
response to the endogenously produced FVIII may be proposed that implicate the very
FVIII molecule, the mRNA used for in vivo transfection and/or the transfecting agents
used to formulate the mRNA.

Several lines of evidence suggest that the produced FVIII itself may be responsible for the
sharp anti-FVIII immune response. As explained above, FVIII is a particularly
immunogenic glycoprotein: e.g., a fusion protein between the light chain of FVIII and the
first domain of hemagglutinin 1 (HA1) demonstrated greater anti-HA1 immunogenicity
upon intravenous injection to FVIII-deficient mice than the HA1 molecule alone.* In
contrast, the production of factor IX was induced in mice following administration of
mRNA without report of a neutralizing immune response.5 Of note, a relationship between
the dose of FVIII injected to mice and the kinetics of detection of the anti-FVIII IgG
response was reported in mice.? This is particularly relevant in view of the fact that the
amount of FVIII produced over 72 hours after one injection of FVIII-encoding mRNA is
equivalent to 5-6 folds the amount of recombinant FVIII administered in a single injection.
The incidence of antibody to human proteins following in vivo mRNA transfection has
recently been indirectly suggested.® Importantly, the mRNA used in the latter work and
in our study was engineered to contain 1-methylpseudouridines and HPLC-purified to
remove dsRNA, thus abrogating mRNA recognition by TLR3, TLR7, TLR8 and RIG-1.7-10 It
is thus not probable that mRNA plays an adjuvant role in the onset the anti-FVIII immune
response. In the present study, we exploited the commercially available TransIT® to
formulate the mRNA prior to in vivo transfection. In contrast, previous work on in vivo
mRNA transfection without apparent induction of neutralizing immune responses have
used different types nanoparticles.511 Because TransIT® was initially conceived for in
vitro and not in vivo gene transfection, we cannot exclude the possibility that it brings
about danger signals that adjuvant the anti-FVIII immune response in vivo. Additional
work comparing different transfecting nanoparticles should lead to new strategies to
prevent the immunogenicity of exogenous mRNA-encoded FVIII in the future.

The delivery of luciferase-encoding mRNA led to the detection of luciferase in the liver
and spleen. Using immuno-fluorescence, the FVIII produced endogenously after mRNA
delivery was exclusively detected in the MZ of the spleen. However, owing to low levels of
FVIII produced and lack of sensitivity of endogenous FVIII detection in tissue sections, it
is not clear whether the detection of FVIII in the spleen results from a local production of
FVIII or from the accumulation in the MZ of FVIII secreted in the circulation. Of note, the
spleen is essential to the initiation of the anti-FVIII immune response and the
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accumulation of therapeutically administered exogenous FVIII in MZ of the spleen at level
of metallophilic macrophages and MZ B cells was identified as an initial step in the
induction of the neutralizing anti-FVIIl immune response.1213 Growing evidence suggests
that microvasculature endothelial cells are the natural site of production of FVIII.1415
Further work will indicate whether targeting mRNA delivery to the endothelium using
improved nanoparticles'® and/or introducing target sequences that have
complimentarily to the hematopoietic-specific microRNA are plausible strategies to
improve the levels of FVIII production and reduce the immunogenicity of the
endogenously produced FVIII.
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Figure S1. Induction of an anti-FVIII immune response after repeated injections of
coFVIIIHSQ-encoding mRNA. FVIII-deficient mice were injected intravenously with 1 pg
of coFVIIIHSR-encoding mRNA formulated in TransIT® (full circles), or with 51U
recombinant BDD-FVIII (empty squares), once a week for 7 weeks. FVIII:Ag (panel A) and
FVIIIL:C (panel B) were measured in plasma 24 hours after each injection. Anti-FVIII IgG
(panel C) and inhibitory titers were measured in plasma 72 hours after each injection.
Results are depicted as mean+SEM for 4-7 mice per group. The vertical dotted lines
represent the days of FVII[/mRNA administration. The horizontal dotted line (panel D)
represents the threshold for detection.

101



RESULTATS

II. Prévention de la réponse mémoire anti-FVIII par inhibition de la
‘Bruton’s Tyrosine Kinase’ (Btk) chez la souris déficiente en FVIII

(Soumis a Haematologica, ref HAEMATOL/2018/200279)

L’apparition d’'une réponse immunitaire dirigée contre le FVIII est la complication la plus
redoutée chez les patients hémophiles A. Pour les 25 a 30% des patients qui développent
ces IgG inhibant le FVIII, cette réponse anti-FVIII constitue une réelle impasse
thérapeutique. L’apparition d’une telle réponse oblige les patients a subir des protocoles
d’induction de tolérance immunitaire (ITI). Ces protocoles consistent en l'injection
réguliere de fortes doses de FVIII pendant plusieurs mois, voire plusieurs années. En plus
d’étre coliteux et tres contraignants, les protocoles d’ITI ne sont couronnés de succes que
dans 60 a 80% des cas®’. De plus, comme nous 'avons vu en introduction (paragraphe
« Mécanismes d’induction de tolérance »), les mécanismes qui régissent cette induction
de tolérance sont toujours mal connus. Cependant, les acteurs impliqués sont identifiés et
parmi eux, les LB anti-FVIII représentent une cible thérapeutique évidente. En effet, ils
sont source de spécificité via la liaison de I'antigéne a leur BCR et sont également les
cellules qui produisent, apres différenciation, les inhibiteurs. Ainsi, les LB anti-FVIII naifs
et mémoires ont déja été ciblés dans de nombreuses études visant a induire une tolérance

au FVII1299.320,361

Le BCR est une immunoglobuline de surface complexée aux protéines transmembranaires
Iga et Igf (ou CD79A et CD79B, respectivement) qui portent des motifs activateurs ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif), permettant la transmission du
signal. Lorsqu’un antigene se lie au BCR, ces motifs ITAM sont phosphorylés par la kinase
Lyn, ce qui entraine le recrutement de la protéine Syk. En parallele, Lyn phosphoryle
également une tyrosine présente dans la partie cytoplasmique de CD19, le corécepteur du
BCR. A nouveau, cela entraine le recrutement et I'activation de kinases telles que PI3K,
qui, par l'intermédiaire de PIP3, recrute la Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk) sous la
membrane. Syk et Lyn activent alors la Btk qui phosphoryle son substrat, la
phospholipase C-y2 (PLCy2). Cette derniere géneére des messagers secondaires

(notamment 'inositol triphosphate et le diacylglycérol) qui déclenchent I'induction d'un
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flux calcique, I'activation des facteurs de transcription NfkB, NFAT, I'activation de ERK et
un remodelage du cytosquelette. L’activation de ces nombreuses voies de signalisation a
pour conséquence la survie, I'activation, la prolifération et a terme la différenciation du

LB362,363 [.a Btk est donc essentielle a I'activation des LB via leur BCR.

Internalisation
du BCR
Adhésion

Régulation du
Cazr Survie
intracellulaire

Prolifération

Figure 14 : Représentation schématique de la voie de signalisation du BCR. La fixation d'un
antigene au BCR induit la phosphorylation, par Lyn, des motifs ITAM sur les molécules
transmembranaires Iga et Igf. Syk est alors recrutée au niveau des ITAM phosphorylés et activée
par Lyn, par phosphorylation et trans-autophosphorylation. En parallele, Lyn phosphoryle
également une tyrosine présente dans la partie cytoplasmique de CD19, le corécepteur du BCR.
Cette phosphorylation favorise la formation d'un complexe de signalisation au niveau de la
membrane plasmique qui résulte dans la production de PI3K. Par l'intermédiaire de PIP3, il
recrute la Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk) sous la membrane. Syk et Lyn activent alors la Btk qui
phosphoryle la phospholipase C-y2 (PLCy2) qui, via des messagers secondaires, déclenche
I'induction d’un flux calcique, I'activation des facteurs de transcription NfkB, NFAT, I'activation de
ERK et un remodelage du cytosquelette. Cela a pour conséquence la survie, I'activation, la
prolifération et a terme la différenciation du LB.
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La Btk représente donc une cible thérapeutique de choix puisque sa seule inhibition
permet l'inhibition de I'ensemble des processus cellulaires déclenchés par le BCR.
L’'importance de la Btk est notamment illustrée par les patients atteints du syndrome XLA
(X-Linked Agammaglobulinemia), qui présentent une mutation dans le gene codant la Btk.
Cela se traduit par un défaut de maturation des LB (bloquage au stade pré-B), des LB
circulants peu nombreux et avec un phénotype immature IgMhish, Le répertoire est enrichi
en BCR autoréactifs et les taux d’Ig circulantes sont faibles364-366, Le modele murin de la
XLA est la souris Xid (X-linked immunodeficiency), généré par l'insertion de mutations
dans le gene codant Btk. Bien que ce modele présente un phénotype moins séveére que
celui retrouvé dans la XLA, ces souris sont protégées contre 'auto-immunité. Cela est
probablement lié a la diminution du nombre de LB, ainsi que de leur activation. La Btk est
donc également ciblée dans des maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux

disséminé ou la polyarthrite rhumatoide332.

Les inhibiteurs de la Btk ont été développés dans le cadre des proliférations lymphoides
B malignes et ainsi empécher la prolifération tumorale. En effet, dans la leucémie
lymphocytaire chronique (chronic lymphocytic leukemia - CLL), 1a Btk est sur-exprimée
par les cellules B, menant a une activation constitutive du BCR et donc a la croissance
tumorale3¢’. Le premier inhibiteur de la Btk a été développé en 1999 et son effet
protecteur contre des cellules B de leucémie, validé in vivo368369, Depuis, de nombreux
inhibiteurs ont été développés et parmi eux, I'Ibrutinib. Cet inhibiteur se lie de fagon
covalente a la cystéine en position 481, proche du site de liaison de I'’ATP a la Btk. Il inhibe
ainsi l'activité kinase de la Btk de maniere irréversible. Cependant, I'ibrutinib inhibe
également I'Interleukin-2-inducible T-cell Kinase (Itk), une enzyme essentielle a la survie
des LT Th2. Ainsi, il permet un décalage de la balance vers les Th2 et promeut d’autant
plus I'immunité antitmorale. On compte aujourd’hui 273 essais cliniques impliquant
I'ibrutinib (www.clinicaltrials.gov, recherche « ibrutinib » + « PCI-32765 » et « Imbruvica
»), qui ont notamment permis de montrer qu’il était plus efficace que les traitements
recommandés (chlorambucil et ofatumumab) dans la CLL. Il permet en effet une réponse
chez 43% des patients atteints de CLL contre 4% lorsqu’ils sont traités avec
I'ofatumumab, permettant une survie de 90% d’entre eux a 12 mois379, L’ibrutinib est

désormais approuvé, sous le nom d’'Imbruvica®, en monothérapie dans le traitement du
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lymphome du manteau (Mantle Cell Lymphoma - MCL), de la CLL et de la
macroglobulinémie de Waldenstrom 363371, De plus, in vitro, 'ibrutinib interfére avec
I’ADCC médiée par le Rituximab372. Cela pourrait expliquer que les nombreux essais
cliniques de traitements combinant Ibrutinib et anticorps anti-CD20 ne montrent pas une
ameélioration significative3’3. En effet, de nombreux essais cliniques étudient la possibilité
de combiner linhibition de la Btk avec d’autres stratégies, notamment avec des
inhibiteurs des points de contréles immunitaires (immune checkpoints). Ces molécules
sont des régulateurs de la réponse immunitaire et leur inhibition est une stratégie utilisée
pour amplifier une réponse immunitaire (notamment antitumorale). Ainsi, la
combinaison de ces deux stratégies est étudiée et il a été montré in vivo que l'utilisation
combinée de I'ibrutinib et d’'un anti-PD-L1 permet non seulement d’inhiber la croissance
tumorale de tumeurs insensibles a l'ibrutinib seul, mais renforce également I'effet de

I'anti-PD-L1374,

L’objectif de ce projet était d’évaluer 'effet d’'un inhibiteur de la Btk sur 'apparition de la
réponse primaire anti-FVIII et sur le déclenchement d’'une réponse mémoire. En
collaboration avec Sandrine Delignat, nous avons validé I'inhibition spécifique de la voie
du BCR in vitro par un inhibiteur de la Btk développé par Pfizer. Le (R)-5-amino-1-(1-
cyanopiperidin-3-yl)-3-(4-[2,4-difluorophenoxy]phényl)-1H-pyrazole-4-carboxamide

(aussi appelé PF-06250112) est un inhibiteur qui, tout comme l'ibrutinib, forme une
liaison covalente avec la cystéine 481 de la Btk. En revanche, contrairement a I'ibrutinib,
I'inhibition par le PF-06250112 est réversible et ce dernier ne présente pas de réaction

croisée avec I'Itk des LT375,

Nous avons évalué son effet sur la réponse primaire anti-FVIII in vivo en gavant des souris
déficientes en FVIII, 5 jours consécutifs par semaine avec l'inhibiteur. Le FVIII a été
administré par voie intraveineuse 2h apres le premier gavage hebdomadaire, permettant
ainsi une présence de I'inhibiteur pendant toute la durée de présence du FVIII (demi-vie
du PF-06250112 : 7h; demi-vie du FVIII chez la souris : 8h). Aprés 4 semaines, les LB
spléniques étaient diminuées chez les souris traitées avec I'inhibiteur. Cependant, cela ne
corrélait pas avec une diminution des titres d’inhibiteurs du FVIII. Sachant qu’une étude
a montré que l'inhibition de la Btk a un effet plus important sur les LB possédant un BCR

de forte affinité pour 'antigéne3’6, nous avons évalué 'effet du PF-06250112 sur les LB
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mémoires. Des souris déficientes en FVIII ont été sensibilisées au FVIII et traitées avec
I'inhibiteur de la Btk. Nous avons alors constaté une diminution significative des titres
inhibiteurs chez ces souris. Ces résultats ont ensuite été confirmés lors d’expériences de
transfert adoptif de LB mémoire de souris sensibilisées au FVIII, a des souris receveuses.
Les souris receveuses étaient ensuite traitées, ou pas, pendant 2 semaines avec le PF-
06250112. Les souris ayant recu des LB mémoires spécifiques du FVIII et traitées avec
I'inhibiteur de la Btk, en plus du FVIII, ne développaient pas d’anticorps anti-FVIII,

contrairement au souris receveuses simplement traitées avec du FVIII.

Ces résultats démontrent que I'inhibition de la Btk par le PF-06250112 n’empéche pas le
développement d’'une réponse primaire au FVIII. En revanche, ils confirment que
I'inhibition de la voie du BCR dans des LB avec un BCR de forte affinité pour le FVIII
permet d’éviter I'apparition d’'une réponse mémoire au FVIII. Sachant qu’un des facteurs
associés au succes de I'ITl est le pic d'inhibiteurs au cours des premieres semaines de I'IT],
I'inhibition de la Btk lors de cette période pourrait permettre le contrdle de ce pic,

augmentant ainsi considérablement les chances de réussite de I'ITI.

Néanmoins, chez presque 20% des patients, la prise d’ibrutinib cause des saignements
majeurs 377378, §i la grande majorité (70%) des patients ayant eu ces saignements
prenaient également des agents antiplaquettaires, il faudra vérifier I'inocuité du PF-
06250112 sur I'hémostase primaire. De plus, l'utilisation de l'ibrutinib se trouve
également limitée par I'apparition d’'une résistance. En effet, chez des patients traités avec
cet inhibiteur irréversible de la Btk, on consate I'apparition d'une mutation de la cystéine
481 en sérine, abbrogeant la fixation de l'ibrutinib a la Btk37°. Ainsi, 67% des patients
ayant subi une rechute de LLC ont la mutation C841S380, L’utilisation d’un inhibiteur

réversible devrait éviter cette limitation.
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Abstract

Hemophilia A is a rare hemorrhagic disorder due to the lack of functional pro-coagulant
factor VIII (FVIII). FVIII replacement therapy in patients with severe hemophilia A results in
the development of inhibitory anti-FVIII IgG in up to 30% of the cases. To date, immune
tolerance induction (ITI) upon daily injection of large amounts of FVIII is the only strategy to
eradicate FVIII inhibitors. It is however efficient in only 60-80% of the patients. Recently, the
success of ITI was associated with lower recall humoral responses at the beginning of the
treatment. Here, we investigated whether blocking B-cell receptor (BCR) signaling upon
inhibition of the Bruton’s tyrosine kinase (BTK) prevents anti-FVIII immune responses in a
mouse model of severe hemophilia A. Naive and FVIII-sensitized FVIII-deficient mice were
fed with the selective BTK inhibitor, (R)-5-amino-1-(1-cyanopiperidin-3-yl)-3-(4-[2,4-
difluorophenoxyl] phenyl)-1H pyrazole-4-carboxamide (PF-06250112), to inhibit BCR
signaling prior to challenge with exogenous FVIII, and the consequences on the anti-FVIII
immune response were studied. Inhibition of BTK during the primary anti-FVIII immune
response in naive mice did not prevent the development of inhibitory anti-FVIII IgG. In
contrast, the anti-FVIII memory B-cell response was drastically reduced upon treatment of
FVIII-challenged mice with BTK. BTK inhibited the differentiation of memory B cells ex
vivo and in vivo following adoptively-transferred to naive animals. Taken together, our data
identify inhibition of BTK using PF-06250112 as a strategy to prevent the reactivation of

FVIII-specific memory B cells upon re-challenge with therapeutic FVIIIL.
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Introduction

Hemophilia A is a rare X-linked hemorrhagic disorder that results from suboptimal levels of
pro-coagulant factor VIII (FVIII). Treatment or prevention of bleeding is managed by
replacement therapy using therapeutic FVIII, which restores coagulation. However, in up to
30% of severe hemophilia A patients administration of exogenous FVIII is complicated by the
development of anti-FVIII antibodies that neutralize FVIII pro-coagulant activity and are
referred to as ‘FVIII inhibitors’.!> To date, the most efficient strategy to eradicate inhibitors
in inhibitor-positive patients with the severe form of the disease, consists in repeated
injections of high-doses of FVIII and is referred to as ‘Immune tolerance induction’ (ITI).
Proposed mechanisms of action of ITI include the induction of protective anti-idiotypic
antibodies that neutralize FVIII inhibitors as observed in hemophilia A patients,* and the
inhibition of FVIII-specific memory B cells as suggested in experiments in FVIII-deficient
mice.” ITI is however prohibitively costly, requires extreme compliance from the patients and
their families, and is successful in only 60-80% of the cases.®® The direct depletion of B cells
with the anti-CD20 antibody Rituximab (Mabthera®) is also used, however with limited
success and unpredictable consequences in the long-term in populations of pediatric patients.’
The development of FVIII inhibitors results from the engagement of a classical T-cell-

dependent immune response'”

as evidenced by the presence of class-switched, high affinity
anti-FVIII antibodies. B cells play key roles in primary T-cell dependent immune responses,
by forming and sustaining germinal centers (GCs), by differentiating into antibody-secreting
plasma cells (ASCs) and possibly, as recently suggested, as antigen-presenting marginal zone
(MZ) B cells involved in the initially stages of activation of immune effectors.!' During recall
responses, memory B cells can be reactivated upon antigen encounter and differentiate into

plasma cells, replenish the memory B cell pool or participate as key professional antigen-

presenting cells (APCs) owing to a higher prevalence of the cells and to the expression of a
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higher affinity antigen-specific B cell receptor (BCR).'>!* Antigen-specific B cells are thus
potential targets to prevent primary or recall antigen-specific immune responses.

Engagement of the surface exposed BCR by the cognate antigen triggers the formation of an
intracellular signaling complex which enhances downstream signaling through the
phosphorylation and ubiquitination of proteins. Bruton’s tyrosine kinase (BTK) is a key
proximal and rate-limiting component of the signaling cascade critical for B-cell activation,
proliferation and survival.'* This cytosolic Tec kinase is activated only when BCR signaling
promotes its recruitment at the inner cell membrane. Activated BTK in turn phosphorylates
the phospholipase Cy2, which leads to the downstream production of inositol triphosphate and
diacylglycerol, resulting in calcium flux and finally to the activation of the NF-kB and NFAT-
dependent pathways.'® BTK is a strategic therapeutic target in B-cell malignancies requiring
BTK signaling for cell survival, in autoimmune diseases associated with the presence of
pathogenic autoantibodies such as rheumatoid arthritis'® or lupus.'® Several small-molecule
inhibitors of BTK have been developed.'” (R)-5-amino-1-(1-cyanopiperidin-3-yl)-3-(4-[2,4-
difluorophenoxyl] phenyl)-1H pyrazole-4-carboxamide, or PF-06250112, is a selective potent,
orally bioavailable, small-molecule inhibitor of BTK. PF-06250112 forms a covalent but
reversible adduct with BTK upon binding to the Cys481 residue that is proximal to the ATP-

binding pocket.'®

Using the mouse model of severe hemophilia A, we evaluated the
therapeutic potential of BTK inhibition by PF-06250112 on the development of a primary

anti-FVIII immune response and on the FVIII-specific memory B-cell recall response.

Material and methods
PF-06250112 formulation
For in vitro studies, PF-06250112 (Pfizer, New York, NY, USA) was solubilized at 1 mg/ml

in dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). For per os administration, PF-
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06250112 was prepared in 0.5% methylcellulose, 0.5% hydroxypropylmethylcellulose acetate
succinate H grade and 20 mM Tris at pH 7.4.

Flow cytometry

BTK inhibition with PF-06250112 was evaluated on splenocytes labelled with anti-CD86-
FITC (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), and anti-B220-PE (BioLegend, San Diego, CA,
USA). Phenotypic analyses were performed using anti-CD4-Alexa 700, anti-CD19-Pacific
Blue (Biolegend), anti-CD45-APC (eBiosciences, San Diego, CA, USA); anti-CD3e-FITC,
anti-CD11b-PE (BD Pharmingen), anti-CD21-APC Cy7, anti-CD23-PE Cy7 and anti-GL7
Alexa 488 (Biolegend). FACS analysis was done on live cells using BD LSRII and
FACSDiva software.

Treatment of FVIII-deficient mice

Seven to 11 week-old exon 16 FVIII-deficient mice on the C57B1/6 background (gift from
Prof H.H. Kazazian, Department of Genetics, University of Pennsylvania School of Medicine,
Philadelphia) were handled in agreement with ethical authority guidelines (authorization
#2058.04). PF-06250112 and analogs have half-lives of about 7 hours.'®!* Mice were fed for
5 consecutive days every week with PF-06250112 or vehicle in order to cover about 10 FVIIL
half-lives.?° For preventive treatment, mice were injected intravenously with 0.5 pg of human
recombinant B domain-deleted FVIII (BDD-FVIII, Refacto®, Pfizer) once a week 2 hours
after the second feeding with PF-06250112, for 4 weeks. Mice were bled 5 days after the
fourth FVIII injection. To obtain FVIII-sensitized mice, FVIII-deficient mice were injected
intravenously with 1 pg of BDD-FVIII or PBS once a week for 4 to 5 weeks.

Evaluation of anti-FVIII immune responses

Anti-FVIII IgG in mouse serum were measured by ELISA and FVIII inhibitory titers were
measured with a chromogenic assay (Siemens, Marburg, Germany).?! Proliferation of

splenocytes was assessed in 96-well plates (0.25.10° cells/well) with concanavalin A (Sigma)
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or BDD-FVIII for 72 hrs.??> Cell proliferation was measured by incorporation of [H]-
thymidine (0.5 pCi/well) for an additional 18 hours, using a beta counter (Microbeta 1450,
Perkin Elmer).

Stimulation of adoptively transferred memory B cells

Spleens from FVIII-sensitized mice were collected 7 days after the fourth injection with
FVIIL After lysis of erythrocytes, plasma cells were depleted using a goat anti-mouse CD138
polyclonal antibody (BD Pharmingen), conjugated to anti-goat IgG coated Dynabeads
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).? Naive FVIII-deficient mice were then injected
intravenously with 107 CD138-depleted splenocytes. Feeding of mice with PF-06250112 was
initiated 24 hours after adoptive transfer, 1 ug of BDD-FVIII or PBS was injected
intravenously 2 hours after the first feeding. Mice were bled 14 days after FVIII injection.

Ex vivo memory B cell differentiation assay

Pooled splenocytes from 5 FVIII-sensitized mice having developed anti-FVIII I1gG were
cultured at 1.5.10% cells/ml in RPMI-1640, with 10% fetal calf serum (Thermo Fisher), 100
U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and 50 puM 2-mercaptoethanol without CD138
depletion for 6 days. At day 0, PF-06250112 or Vehicle was added at different concentrations
2 hours before stimulation of cells with FVIII (Advate®, Shire, Dublin, Ireland). For
restimulation of memory B cells 1ug/ml of FVIII was used. After 6 days, the formation of
FVIII-specific ASCs was assessed by enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay with
FVIII-coated plates (0.5ug Advate/well). After 2 hours of blocking with 10% FCS in RPMI
medium, cells were incubated on the membrane and cultured overnight at 37°C in 5% CO..
After washing with PBS, 0.1% Tween 20, antibodies were detected using a goat anti-mouse
IgG Alkaline-Phosphatase conjugated antibody (Southern Biotech, Birmingham, Alabama,
USA), and ASCs were revealed with Sigmafast 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro

blue tetrazolium (BCIP/NBT) tablets (Sigma). Plates were scanned on an ImmunoSpot
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Analyzer (CTL, Shaker Heights, OH, USA). Spots were automatically counted by

ImmunoSpot Software using the SmartCount™ and Autogate™ functions.

Results

PF-06250112 inhibits BCR signalization

BCR engagement initiates an intracellular signaling cascade that induces the BTK-dependent
activation of B cells.'* PF-06250112 has recently been described to inhibit BCR-mediated B-
cell signaling, activation and proliferation.'® We confirmed the effect of PF-06250112 on
splenic B cells by monitoring the upregulation of CD86 in response to B-cell triggering with
anti-IgM or anti-IgD for in vitro and in vivo assays, respectively. Pre-treatment of purified
splenic B cells by PF-06250112 prevented in a dose-dependent manner the induction of CD86
expression on B cells upon stimulation with anti-IgM F(ab’), fragments (Figure 1A). It
however marginally impacted CD86 expression upon stimulation of the cells with an anti-
CD40 antibody. The calculated ICso was 1.120.6 nM (Figure 1A, inset), which is in
agreement with previous observations.'® The in vivo validation of PF-06250112 was
performed using an anti-IgD antisera instead of the anti-IgM antibody in order to avoid
quenching of the triggering antibody by endogenous circulating IgM. The treatment of FVIII-
deficient mice with PF-06250112 two hours prior to the injection of the anti-IgD antisera
prevented anti-IgD-mediated CD86 induction, as measured ex vivo on splenic B cells (Figure
1B), and only marginally affected anti-CD40-mediated CD86 induction. The dose of
15 mg/kg of PF-06250112 was sufficient to prevent induction of CD86 expression in the mice
and was used for further experiments.

BTK inhibition does not prevent primary anti-FVIII immune responses

We then investigated the potential of PF-06250112 to prevent the development of a naive

anti-FVIII immune response in FVIII-deficient mice. Mice were fed with PF-06250112 or
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Vehicle, for 5 consecutive days per week during 4 weeks, and injected intravenously with
FVIII on the second day of feeding (Figure 2A). The effect of four weeks of treatment with
PF-06250112 was first evaluated on the splenic B and T-cell compartments. Analysis by flow
cytometry revealed that chronic inhibition of BTK with PF-06250112 results in an increase in
CDl11b-positive cells (P=0.040, Figure 2B), which include monocytes, macrophages and
natural killer cells, and in a significant decrease in CD4+ T cells (P=0.031) and in different B-
cell subsets, including follicular (Fo) and marginal zone (MZ) B cells (P=0.038, Figure 2C).
Although statistically significant, changes in percent of the cell populations were biologically
marginal. The anti-FVIII IgG titers measured after the fourth injection of FVIII in PF-
06250112-treated mice (565170 AU, mean=SEM, Figure 2D) were not statistically different
from that in Vehicle-treated mice (1133£376 AU, P=0.488). Similarly, inhibitory titers did
not statistically differ between PF-06250112-treated mice (123%88, Figure 2E) and control
mice (4574219, P=0.572). The capacity of splenic T cells to proliferate in the presence of
FVIII or concanavalin A was similar in the two groups of mice (Figures 2F and 2G). Thus,
inhibition of BTK at the time of FVIII injection does not prevent the onset of a naive anti-
FVIII immune response.

BTK inhibition alters memory FVIII-specific B cells response

We investigated the effect of BTK inhibition in the context of a memory anti-FVIII B-cell
response, where the FVIII-specific BCRs in principal have a higher affinity for FVIII than
that of BCRs of naive B cells. FVIII-deficient mice were injected with FVIII once a week for
four weeks, and then left untouched for 90 days to allow the spontaneous elimination of
FVIII-specific short-lived plasmocytes.>* FVIII-sensitized mice were then fed with Vehicle or
PF-06250112, five consecutive days per week for 2 weeks. Mice received one FVIII injection
2 hours after each second weekly feeding. Levels of anti-FVIII IgG were measured before, 7

and 14 days after initiation of feeding (Figure 3A). Anti-FVIII IgG titers measured 90 days
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after repeated FVIII challenge were heterogeneous among mice (Figure 3B). The levels of
anti-FVIII IgG depicted in Figure 3C were therefore normalized with respect to the initial
levels of anti-FVIII IgG measured for each individual mouse. Feeding mice with PF-
06250112 drastically dampened the increase of anti-FVIII IgG response, as compared to
control mice (P<0.05, Figure 3C).

We then exploited an alternative model in order to study the effect of PF-06250112 in the
absence of a potential bias provided by the presence of plasma cells and circulating anti-FVIII
IgG. Splenocytes from FVIII-treated mice or naive mice were depleted of CD138-positive
plasmocytes and adoptively transferred to naive FVIII-deficient mice as previously
described.”* Feeding of the recipient mice with PF-06250112 or Vehicle was initiated on the
next day, and one injection of FVIII was performed 2 hours after the first feeding (Figure 4A).
The treatment of mice with PF-06250112 prevented the production of anti-FVIII IgG as
compared to control mice (0.9+0.3 versus 124.0+115.7, P=0.011, Figure 4B). Anti-FVIII IgG
titers in PF-06250112-treated mice injected with FVIII were similar to that of control mice
adoptively transferred with splenocytes from FVIII-sensitized mice injected with PBS and to
that of control mice adoptively transferred with splenocytes from naive and FVIII-injected
mice. We further performed re-stimulation of FVIII-specific memory B cells ex vivo.
Splenocytes from FVIII-sensitized FVIII-deficient mice having developed a humoral response
to FVIII were isolated and pre-treated with PF-06250112 or Vehicle before stimulation with
FVIIL. After 6 days of culture, FVIII-specific ASCs were measured by ELISPOT. A
statistically significant dose-dependent reduction of ASCs formation was observed when
splenocytes were pre-incubated with PF-06250112 as compared to splenocytes pre-incubated
with Vehicle, prior stimulation with FVIII (P<0.003, Figure 5). Thus, inhibition of BTK

prevents the activation of FVIII-specific memory B cell response.
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Discussion

The occurrence of FVIII inhibitors following FVIII replacement therapy remains a major
clinical and societal challenge in hemophilia A. B cells are a key effector of the anti-FVIII
immune response. Depending on their subtype and localization and depending on the stage of
the immune response, B cells play different roles as i) APCs either in the initiation phase of
immune response (i.e., MZ B cells involved in FVIII capture and trafficking in the spleen),'”
or in recall responses (higher number of FVIII-specific memory B cells with high affinity
FVIII-specific BCRs), and ii) precursors of ASCs (that produce FVIII inhibitors) localized in
the spleen or in the bone marrow. Therefore, B cells represent an ideal therapeutic target
either to prevent the initiation of anti-FVIII immune responses or to eradicate ongoing
responses in inhibitor-positive patients. Incidentally, the only strategies known to eradicate
FVIII inhibitors in patients target B cells. ITI was shown to favor the development of anti-
idiotypic antibodies that neutralize FVIII inhibitors®* and, at least in mice, to eliminate FVIII-
specific memory B cells.’ Likewise, the use of the therapeutic anti-CD20 antibody Mabthera
(Rituximab) specifically targets CD20-expressing naive and memory B cells, thus preventing
the replenishment of the pool of plasma cells upon re-challenge with therapeutic FVIIL. Both
strategies fail to target long-lived plasma cells that reside in niches in the bone marrow and
lack expression of CD20 and of the BCR.? Attempts to target plasma cells in FVIII-deficient
mice using either inhibitors of the proteasome®® or cocktails of immunosuppressive agents?’
have met with limited success or lack of antigen specificity. Here, we investigated a new
approach to prevent the activation of FVIII-specific B cells by inhibiting BTK, a kinase
involved in upstream BCR signalization, at the time of administration of therapeutic FVIIIL.
We first validated that, upon BCR triggering, PF-06250112 blocks BCR signaling in vitro and
in vivo by measuring the induction of CD86 expression, a co-stimulation molecule involved in

anti-FVIIT immune response.?® PF-06250112 inhibited BCR signalization in vitro with an ICso
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of about 1 nM, a value close to that reported previously.'® PF-06250112 used at 15 mg/kg also
inhibited the induction of CD86 in vivo following stimulation of splenic B cells with an anti-
IgD serum. A marginal effect of PF-06250112 was observed on B cells stimulated by CD40
ligation, a BCR-independent pathway. This moderate alteration of CD40 signaling had also
been reported in the case of PCI-32765, another BTK inhibitor; a possible interference of
BTK inhibitors on CD40-induced the NFkB-signaling was evoked.?

As previously reported in an experimental model of SLE'® or using immunization of mice
with the T-dependent model antigen SRBC,' the regular per os administration of PF-
06250112 of FVIII-deficient mice led to a statistically significant decrease in the percentages
of MZ and Fo B cells. In contrast to the latter reports however, there was no change in
percentages of splenic GC B cells, possibly owing to the use of a different antigen or of a
different disease model. In our hands, the treatment of FVIII-deficient mice with PF-
06250112 failed to prevent the onset of a naive anti-FVIII immune response. Exogenously
administered FVIII was previously shown to closely associate with MZ macrophages and MZ
B cells.!!*%3! The depletion of MZ macrophages or MZ B cells was independently shown to
delay the onset of anti-FVIII immune response.'!** However, it is not clear whether reduced
immune responses to FVIII following depletion of MZ macrophages or B cells result from the
direct implication of these cells in FVIII internalization and presentation to T cells, or
trafficking to the GC, or from a mere disruption of the spleen architecture.?? The lack of effect
of chronic BTK inhibition on the development of naive anti-FVIII humoral responses, despite
an alteration of peripheral B-cell populations including MZ B cells, suggests that MZ
macrophages are the principal APCs at play in the onset of naive anti-FVIII immune
responses, at least in mice. PF-06250112 feeding was also associated with a modest decrease
in percentages of CD4+ T cells. PF-06250112 has been shown to be 10,000-fold more

specific for BTK than for interleukin-2-inducible T-cell kinase (ITK)'®. In addition, there is
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no modulation of splenic T-cell populations in BTK-deficient mice.'* Hence, the decrease in
the percentage of CD4+ T cells does probably not reflect a direct effect of PF-06250112 on T
cells in FVIII-sensitized mice, but rather a modulation of T-cell homeostasis consecutive to a
decrease in splenic Fo and MZ B cells.

The inhibition of BTK using PF-06250112 was able to prevent the memory B-cell response
towards therapeutic FVIIL. We first demonstrated that the inhibition of BTK in primed mice
drastically limits the increase in anti-FVIII IgG after a single re-challenge with FVIIL. Plasma
cells do not express BCR at their membrane and are therefore insensitive to BTK
inhibition.'*33 The continuous endogenous production of anti-FVIII IgG by resident plasma
cells may have introduced a bias in our experimental setup. Indeed, the formation of immune
complexes between circulating anti-FVIII IgG and the administered FVIII neutralizes FVIII
and alters its immunogenicity.>* In addition, immune complexes between FVIII and anti-
FVIII IgG facilitate FVIII internalization by dendritic cells®® and could skew the target APC
population from memory B cells to dendritic cells or macrophages. In support of our initial
observation however, the inhibition of BTK also prevented the in vivo re-activation of FVIII-
specific memory B cells following adoptive transfer to naive mice and administration of
FVIII, as well as the ex vivo differentiation of memory B cells into ASCs.

Our finding that BTK inhibition was efficient in blocking anti-FVIII recall but not primary
immune responses is reminiscent of recent observations. The chronic inhibition of BTK with
an analog of PF-06250112 was shown to prevent immune responses to T-independent antigen
or to T-dependent antigens only provided that BCR had a strong affinity for the antigen, and
that antigen ligation induced a strong signaling of the BCR.'*!” Memory B cells generally
express BCRs of high affinity for their cognate antigen owing to affinity maturation in the
GCs. In the case of the anti-FVIII B cell response, the rare human monoclonal anti-FVIII IgG

studied to date were obtained following immortalization of memory B cells from inhibitor-
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positive patients. The affinity of the anti-C2 domain IgG4k BO2C11 for FVIII *¢ is 107! M!
and that of the anti-C1 domain IgG4k LE2E9 is greater than the affinity of von Willebrand
factor for FVIII (i.e., Kp<0.1 nM).” Likewise, the affinity of polyclonal anti-FVIII IgG from
inhibitor-positive patients was described to be in the low nanomolar range.* Indirectly, the
efficacy of PF-06250112 to block the recall anti-FVIII immune response confirms that FVIII-
specific memory B cells express high affinity BCR. Whether targeting PF-06250112 to FVIII-
specific B cells using CD22L/FVIII-coated nanoparticles’® may improve the specificity and

efficacy of our approach remains to be established.

A strong predictor of ITI failure is the intensity of the inhibitory titer peak that is reached
within the two weeks that follow ITI initiation.*! Yet, the molecular and cellular mechanisms
that underlie the reduced efficiency of ITI when the inhibitor peak is high after initiation of
ITI are unknown. In particular, it is not understood whether a high level of circulating FVIII
inhibitor reflects the quantitative or qualitative properties of the circulating anti-FVIII IgG,
the affinity for FVIII of the BCR of memory B cells or the number of FVIII-specific memory
B cells. We propose here that the inhibition of BTK-dependent BCR signaling as an adjunct
therapy in patients starting ITI could increase the chances for ITI success by preventing the

reactivation of FVIII-specific memory B cells.
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Legends to figures

Figure 1. Inhibition of splenic B-cell activation by PF-06250112. Panel A. Splenic B cells
from C57Bl/6 mice, purified by negative selection using the Pan B cell Isolation kit (Miltenyi
Biotec, Paris, France) were plated (2.10° cells/ml) in RPMI, 10% FCS and treated with PF-
06250112 or Vehicle (DMSO, 0 nM) for 2 hours. F(ab’). fragments of goat anti-mouse IgM
(10 pg/ml, Jackson Immunoresearch) or a monoclonal hamster anti-mouse CD40 antibody
(5 pug/ml, clone HM40-3, BD Pharmingen) were added. After 24 hours, the expression of
CD86 by live B220-positive cells was analyzed by flow cytometry. Results are representative
of two independent experiments performed in triplicates (mean=SD). Treatment of B cells in
vitro with PF-06250112 suppressed induction of CD86 expression with an ICsp of 1.1+0.6 nM
(Inset). Panel B. C57BI/6 mice were fed with PF-06250112 or Vehicle (0 nM). After 2 hours,
goat anti-IgD antisera (400 pul, eBiosciences), or rat anti-mouse CD40 IgG (100 pg, clone
1C10, Biolegend), were injected intraperitoneally. Eighteen hours later, mice were sacrificed
and the expression of CD86 by live splenic B220-positive B cells was analyzed by flow
cytometry. Representative of two independent experiments performed with 3 mice per group

(mean+SD).

Figure 2. Treatment with PF-06250112 does not prevent the onset of a primary anti-FVIII
immune response. Panel A. Experimental scheme for the preventive treatment of FVIII-
deficient mice. Mice were fed for 5 days a week, during 4 weeks with PF-06250112
(15 mg/kg) or Vehicle, and injected with FVIII (0.5 ng BDD-FVIII) once a week, 2 hours
after the second feeding of the week. Serum of mice was collected 5 days after the 4"
injection with FVIII (day 27) and mice were sacrificed. Spleens were recovered to perform
flow cytometry analysis and proliferation assays. Panels B and C. At sacrifice, the isolated

splenocytes were labeled with anti-CD45, anti-CD11b, anti-CD19, anti-CD3 and anti-CD4
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antibodies (% of live CD45-positive cells, Panel B). Follicular B cells (Fo) were identified as
CD19*CD23""CD21'°%, marginal zone B cells (MZ) as CD19*CD21""CD23"°¥, germinal
center B cells (GC) as CD19"GL7"* (% of live cells, Panel C). Panels D, E. After 4 weeks of
treatment with PF-06250112 or Vehicle and FVIII, the anti-FVIII IgG titers (panel D) and
inhibitory titers (panel E) were measured in the serum of the mice by ELISA with the mouse
monoclonal anti-FVIII IgG mAb6 as a standard (expressed in arbitrary units, AU), and
chromogenic assay, respectively. Panels F and G. Splenocytes (2.5x10° cells/well) were
incubated for 72 hours with FVIII (panel F) or with concanavalin A (ConA, panel G). The
incorporation of tritiated thymidine is depicted as count per minute (CPM) after an additional
18 hours of incubation (9 mice per group, meantSEM). Data are representative of 2
independent experiments with 9 mice per group. Statistical differences were assessed with the

non-parametric two-tailed Mann-Whitney test (ns: not significant).

Figure 3. Treatment with PF-06250112 controls the recall response to FVIIL. Panel A.
FVIII-deficient mice were injected with FVIII (0.5 pg BDD-FVIII) once a week for 4 weeks.
After 90 days, FVIII-deficient mice were fed for 5 days a week, during 2 weeks with PF-
06250112 (15 mg/kg) or Vehicle, and injected with FVIII (1 pg BDD-FVIII) only once, 2
hours after the second day feeding. Serum of mice was collected before the challenge with
FVIIL, and 7 and 14 days later. Panel B. Levels of anti-FVIII IgG were assessed by ELISA
using the mouse monoclonal anti-FVIII antibody mAb6 as a standard. Mice were then
randomly attributed to either the PF-06250112- or the Vehicle-fed groups. Panel C. Levels of
anti-FVIII IgG were measured 7 and 14 days after the last injection of FVIIL IgG levels were
normalized with respect to the initial levels of anti-FVIII IgG of each respective mouse
measured at Bleed 0. Graphs depict means=SEM of three independent experiments. Statistical

significance was assessed by two-way ANOVA, using the Bonferroni post-test.
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Figure 4. Treatment with PF-06250112 inhibits the anti-FVIII memory B-cell response.
Panel A. FVIII-deficient mice were injected with PBS or FVIII (1 pg BDD-FVIII) once a
week for 4 weeks. Seven days after the last injection, mice were sacrificed and spleens were
collected and pooled. CD138-depleted splenocytes (10.10° cells/mouse) from FVIII-treated or
naive (PBS-treated) FVIII-deficient mice were adoptively transferred to naive FVIII-deficient
mice. From the next day onwards, host FVIII-deficient mice were fed during 2 weeks with
15 mg/kg of PF-061250112 or Vehicle, daily for 5 days. Mice were injected with FVIII or
PBS once 2 hours after the first feeding. Panel B. Levels of anti-FVIII IgG were measured by
ELISA 14 days after FVIII challenge. Means+SEM are depicted on the graph. Statistical

differences were assessed with the non-parametric two-tailed Mann-Whitney test.

Figure 5. PF-06250112 inhibits the ex vivo differentiation of FVIII-specific memory B
cells into ASCs. Splenocytes from FVIII-sensitized FVIII-deficient mice having developed a
humoral response to FVIII were isolated 14 days after the last injection of FVIIL. Pooled
splenocytes were cultured for 6 days in the presence of 1 pg/ml FVIIL. Splenocytes were
incubated with Vehicle or PF-06250112 two hours before adding FVIIL. At day 6, newly
differentiated anti-FVIII ASCs were detected by ELISPOT. The graph depicts means+=SEM.

Statistical differences were assessed with the non-parametric two-tailed Mann-Whitney test.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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III. Caractérisation d’un nouveau modele murin déficient en FVIII et
humanisé pour le HLA-DRB1*01:01

(Non soumis, en préparation)

L’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII est aujourd’hui I'un des sujets primordiaux
de la recherche sur 'hémophilie A. Ainsi, de nombreux modeles animaux sont utilisés.
Certains ont une hémophilie spontanée, comme le chien, le mouton, le chat ou le cheval381,
Si ’'hémophilie A chez le cheval est plus séveére que ce qui est observé chez '’homme, le
chien hémophile A posséde le méme mode de transmission que ’homme, présente des
symptomes cliniques comparables et la fréquence d’apparition des inhibiteurs en réponse
au FVIII est identique. Cependant, I'utilisation de ces animaux est compliquée par le
nombre d’animaux disponibles, leur entretien et leur colit. Ainsi, des modéles
expérimentaux de petits animaux ont été développés. Des modeles d’hémophilie induite
ont été générés par injection d’anticorps anti-FVIII, notamment chez le lapin, le singe ou
la souris. Si cela cause effectivement une diminution du taux de FVIII circulant,
I’'hémophilie induite est transitoire. C’est la raison pour laquelle des modeles murins

génétiquement modifiés ont été développés3s2.

Des souris ont été invalidées pour le gene F8 par insertion d’'une cassette néomycine dans
I'exon 16 (E16) ou 17 (E17). Les deux lignées ainsi obtenues ont des niveaux de FVIII
indétectables et 'activité FVIII est inférieure a 1% de 'activité normale du FVIII, mimant
un phénotype sévere de la maladie383. Si aucun saignement spontané n’est détecté dans
ces lignées, elles présentent de nombreux avantages pour I'étude de la réponse anti-FVIII
puisque 70 a 100% des souris développent des inhibiteurs apres plusieurs
administrations intraveineuses de FVIII thérapeutique333384, Les modeles murins
invalidés pour le FVIII sont aujourd’hui essentiellement issus de ces deux lignées initiales.
Seuls quelques autres modeles ont été développés, notamment celui décrit en 2016 ou
I'intégralité du géne F8 est déleté, présentant des caractéristiques similaires aux E1638.,
De plus ces souris, comme les patients, développent une réponse immunitaire au cours de

laquelle le FVIII est endocyté, présenté par le CMH II a des LT CD4+*, conduisant a leur
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activation et a la différenciation de LB spécifiques du FVIII en LB mémoires et en

plasmocytes sécréteurs d’anticorps.

Cependant, dans ces modeles, ce sont des cellules présentatrices d’antigéne murines qui
endocytent le FVIII et le présentent sur un CMH II murin. Or, le répertoire de peptides
présenté dépend de l'affinité de ces peptides pour le CMH II. Ainsi, le répertoire présenté
dans les modeles murins actuels est-il le répertoire correspondant au CMH II murin,
reconnu par un TCR murin. Ces modeles ne permettent donc pas I'étude des peptides
présentés chez 'homme, de comparer les peptides présentés dans différents contextes
(avec/sans vWF, FVIII/FVIIIa...), ni méme la validation de molécules de FVIII dans

lesquels les épitopes T ont été modifiés.

Les premiers modeles murins humanisés pour le CMH ont été caractérisés dans les années
1990s et exprimaient alors les alleles humains, en plus des alléles murins38¢6. Dans ces
modeles, la contribution de chacun des CMH étaient difficile a évaluer. Puis le CMH murin
a été invalidé et des modeles exprimant uniquement le CMHI humain ont été développés.
Ces modeles ont principalement été utilisés pour I’étude de la réponse immunitaire dans
des maladies auto-immunes. Ils ont notamment permis de mettre en évidence
I'importance des LT CD8* dans la sclérose en plaque et le diabete de type [, mais également
de détecter des LT auto réactifs vis-a-vis du collagene de type II dans l'arthrite
rhumatoide38?. Plus récemment, des modeles murins humanisés pour le CMH II ont été
utilisés pour identifier des peptides immunodominants (peptides les plus prompt a
déclencher une maladie donnée) dans I'arthrite rhumatoide, la sclérose en plaque, le
diabete sucré insulino-dépendant ou encore la maladie cceliaque388. Ils ouvrent ainsi la
voie au développement d'immunothérapies spécifiques de ces antigénes afin de

remplacer les traitements immunosuppresseurs actuels, non spécifiques.

Concernant le FVIII, il y a quelques années, un modele murin déficient en FVIII, en CMH I
et Il murins et humanisé pour le CMH II a été développé38°. Ce modele exprime 'allele
DRB1*15:01 du CMH II humain et développe une réponse immunitaire anti-FVIII plus
faible que les souris E16. En revanche, la distribution isotypique des inhibiteurs est

similaire dans les deux lignées. Ce modeéle a permis aux auteurs de générer un peu moins
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de 200 hybridomes de LT exprimant des TCR spécifiques de cet allele et d’identifier 8

régions contenant des épitopes T reconnus par ce CMH.

L’objectif de cette partie de ma these était de développer et caractériser un modele murin
d’hémophilie A, invalidé pour les CMH I et Il murins, mais exprimant les CMH humains de
classe  HLA-A2.1 et de classe Il HLA-DRB1*01:01. En effet, 'allele 01:01 est un des plus
présents dans la population caucasienne et est retrouvé chez 10% des patients
hémophilesl44. J'ai donc commencé par caractériser le systeme immunitaire des souris
naives en évaluant leurs taux d’IgM et d’IgG, ainsi que le nombre des populations de
cellules immunitaires. J’ai alors observé une prévalence des IgM par rapport aux IgG chez
les souris naives, ainsi qu'une diminution des populations de LB folliculaires et des LT
CD8*, avec pour autant une capacité de prolifération des LT identique a celle des LT de
souris FVIII-KO. J'ai alors évalué la réponse immunitaire anti-FVIII dans ce modele en
injectant les souris de maniere hebdomadaire avec du FVIII thérapeutique pendant 7
semaines. J'ai ainsi confirmé la moindre capacité des souris transgéniques a développer
des IgG anti-FVIII au profit d'une augmentation des IgM anti-FVIII. Cette observation avait
déja été faite dans le cadre des souris transgéniques développées par Steinitz. ]’ai ensuite
tenté de valider I'expression du CMH Il humain sur les LB et les cellules dendritiques mais
il semble que ces cellules ne I'expriment pas. En revanche, les LT spécifiques du FVIII ont

une capacité normale a proliférer en réponse au FVIII dans des expériences ex vivo.

L’ensemble des résultats suggere une altération de la communication entre les LT et les
LB dans ce modele murin. Dans I'étude caractérisant les souris exprimant l'allele
DRB1*15:01, I'ajout de LPS au FVIII permettait de rétablir les taux d’IgG. Il serait donc
intéressant de voir si cette stratégie fonctionne dans notre modele. Par ailleurs, I'absence
de CMH II a la surface des CPA doit étre étudiée et la détection de ces molécules en

intracellulaire pourrait permettre de valider leur production in vivo.
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Abstract

Replacement therapy in severe hemophilia A patients using therapeutic factor VIII (FVIII) is
complicated by the development of inhibitory anti-FVIII IgG, referred to as ‘FVIII inhibitors’,
in 25-30% of the patients. The anti-FVIII immune response is a T-cell dependent response,
wherein FVIII is endocytosed by antigen-presenting cells, processed and presented on MHC
class II (MHCII) molecules to FVIII-specific CD4+ T cells. T cells then provide help to FVIII-
specific B cells that differentiate into plasmocytes and produce the anti-FVIII IgG. The study
of the immune response in patients is complicated by the fact that only peripheral blood cells
are available. Several FVIII-deficient non-human species exist as models of severe hemophilia
A. Among these, FVIII-deficient mice are the best studied. The mouse model however suffers
major differences with the human, in particular the fact that human FVIII is presented to T cells
on a restricted mouse MHCII haplotype and the repertoire of FVIII-derived peptides presented
to T cells is probably much more restricted than that presented by human antigen-presenting
cells. Here, we generated exon 16-invalidated FVIII-deficient mice deficient for mouse H-2°
and I-A® and transgenic for HLA-A2.1 and HLA-DRB1*01:01, referred to as ‘HemB6L1 mice’.
We found differences in splenic populations of CD8+ T cells and follicular B cells as compared
to FVIII-deficient (HemB6) mice. The immune response to human therapeutic FVIII was
characterized by an impaired anti-FVIII IgG response, and conserved levels and reactivity of
splenic FVIII-specific T cells. The data point to a default in T-cell/B-cell communication

associated with a poor expression of the HLA-DRB1*01:01 transgene.

Keywords
Hemophilia A, factor VIII, FVIII inhibitors, FVIII immunogenicity, animal models
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Introduction

Hemophilia A is a rare X-linked hemorrhagic disorder due to insufficient levels of pro-
coagulant factor VIII (FVII)'. The prevention or treatment of bleedings depend on the
administration of exogenous therapeutic FVIIL In 25 to 30% of the patients with the severe
form of the disease, however, neutralizing anti-FVIII IgG, referred to as ‘FVIII inhibitors’
develop against the exogenous therapeutic protein’. Several genetic risk factors have been
associated with the development of FVIII inhibitors, including the familial history of an
inhibitor, the type of hemophilia A-causing gene mutation, the severity of the disease, HLA-
DR haplotypes and polymorphisms in the promoters of genes encoding inflammatory
mediators®!?, It is nevertheless impossible to predict with certainty whether a patient will
develop inhibitory antibodies, and strategies to induce active immune tolerance to FVIII in the
patients have not reach clinical practice yet. The immune response to therapeutic FVIII is
believed to be a classical CD4+ T cell-dependent response to an exogenous antigen, wherein
the administered FVIII is endocytosed by professional antigen presenting cells, processed and
presented on MHC class II (MHCII) molecules to naive FVIII-specific T cells that are activated,
provide help to FVIII-specific B cells leading to their differentiation into plasmocytes and
production of neutralizing anti-FVIII IgG. The study of the immune response in patients is
complicated by the fact that the only accessible immune cells are obtained from peripheral
blood and the study of immune effectors present in secondary lymphoid organs is not possible.
Several animal models of hemophilia A have thus been used to decipher the different stages of
the immune response in vivo'!"12,

Using FVIII-deficient mice, a model of severe hemophilia A with undetectable levels of FVIII,
we and others have shown that the endogenously administered FVIII accumulates in the
marginal zone of the spleen at the level of macrophages and that the spleen is essential for the
initiation of the anti-FVIII immune response'>'. The role for CD4+ T cells in the initiation and
maintenance of the anti-FVIII immune response was demonstrated in mice'®'®. FVIII-deficient
mice are a good surrogate for human studies with respect to the nature and functions of the
repertoire of anti-FVIII IgG that are generated'®. Yet, the model suffers from major differences
with the human, including the facts that the immune response develops in >70% of the treated
animals, is initiated by a heterologous (human FVIII) molecule, and that the distribution of the
proposed endocytic receptors for FVIII on antigen-presenting cells and in varied tissues is
different in human and mice?*2!. More specifically, human FVIII is presented in the context of
a mouse MHCII to CD4+ T cells expressing mouse T-cell receptors thus hampering the detailed

in vivo analysis of the repertoire of FVIII-derived peptides presented to T cells. Accordingly,
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the model is not appropriate to validate genetically modified FVIII molecules where major T-
cell epitopes for human leukocyte antigens (HLA) are altered.

Several years ago, a humanized mouse model of FVIII-deficient mice expressing the human
HLA-DRB1%15:01 was developed®?. The model allowed the generation of T-cell hybridomas
specific for human FVIII presented by the HLA-DRB1*15:01 allele and identification of the
targeted peptides. In the present work, we generated and characterized a novel humanized
mouse model of FVIII-deficient mice expressing the human HLA-DRB1*01:01 by crossing
exon 16-invalidated hemophilic C57B1/6** with mice invalidated for the mouse MHCI (H-2")
and for the mouse MCHII (I-A™") and transgenic for the human MHCI HLA-A*02:01 allele and
MHCII HLA-DRB1*#01:01 allele.

Material and methods

Humanized HLA-DRB1%01:01 FVIII-deficient mice

Exon 16-invalidated FVIII-deficient mice on the C57B1/6.J background (obtained from Prof
H.H. Kazazian, Department of Genetics, University of Pennsylvania School of Medicine,
Philadelphia, US)?, referred to as HemB6 mice, were crossed with HLA-DRB1*01:01, HLA-
A2 transgenic mice, that are deficient for mouse MHCI and MHCII molecules®*. For
genotyping, genomic DNA was isolated from a small piece of ear using genomic DNA blood
and cell culture kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to manufacturer recommendations.
The presence of HLA-DRB1#01:01, HLA-A*02:01 transgenes, as well as the deficiency in
FVIII, H-2 class II (IA-Beta) and H-2 class I (Beta-2m) genes were validated by PCR. PCR
conditions were 1.5mM MgCl,, 1.25U of Taq Polymerase, buffer supplied by the
manufacturer (Thermofisher, Waltham, Massachussets, USA); 1 cycle (7 min, 94°C), 40 cycles
(308, 94°C; 30 s, 56°C; 1 min, 72°C), 1 cycle (4 min, 72°C) using forward and reverse primers
(supplementary Table 1). To determine homozygosity of HLA-DRB1, HLA-DRA1 and HLA-
A2 transgenic mice, an intermediate mating with wild-type C57B1/6.J mice was performed to

check for the transgene transmission frequency.

Mice treatment

Mice were 7 to 11-week old FVIII-deficient C57BL/6 (HemB6) or humanized HLA-
DRB1*#01:01 FVIII-deficient (HemB6L1) mice. Mice were injected intravenously (iv) or
subcutaneously (sc) with recombinant full length FVIII (Helixate®, CSL-Behring, 1 pg/mouse)

once a week for seven weeks. Blood was collected from retro-orbital sinus 4 days after each
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injection. Serum was kept frozen at -80°C until use. Animals were handled in agreement with

local ethical authorities (Comité Charles Darwin, ethical authorization #2058.04).

Quantification of immunoglobulins

Total I1gM/IgG. ELISA plates (Nunc MaxiSorp, Thermofisher) were coated with a goat anti-
mouse kappa chain antibody (1050-01, Southern Biotech, Birmingham, USA) at 1 pg/mL in
phosphate buffer saline (PBS) for 1 hr at 37°C. Wells were saturated using 1% bovine serum
albumin (BSA) in PBS and serial dilutions of serum were incubated for 1 hr at 37°C. Total IgM
in the serum were detected using a goat anti-mouse IgM-HRP and IgG by a goat anti-mouse
IgG-HRP (1020-05 or 1030-05, respectively, Southern Biotech) and revealed by HRP o-
Phenylenediamine Dihydrochloride substrate (OPD, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Optical
density was read at 492 nm. IgG and IgM concentrations were calculated using wild-type

C57B/6 plasma as a standard.

Anti-FVIII IgM/IgG. ELISA plates (Nunc MaxiSorp, Thermo Fisher Scientific) were coated
with full length FVIII (Advate®) at 1 pg/mL in Bicarbonate buffer for 1 hr at 37°C. Wells were
saturated using 3% BSA in PBS and serial dilutions of serum were incubated for 1 hr at 37°C.
Anti-FVIII IgM in the serum were first detected using a goat anti-mouse IgM-AP (1020-04,
Southern Biotech) revealed by p-Nitrophenyl (Sigma Aldrich, St Louis, USA) and optical
densities (OD) were read at 405 nm. Anti-FVIII IgG were then detected using a goat anti-mouse
IgG-HRP (1030-05, Southern Biotech) revealed by OPD. Optical densities were read at 492
nm. Anti-FVIII IgM are expressed in arbitrary units as a function of the OD. Anti-FVIII IgG
concentrations were calculated using the mouse monoclonal anti-FVIII IgG, mAb6 (a kind gift

from Prof JM Saint-Remy, KUL, Leuven, Belgium), as a standard.

Flow cytometry

Spleens from naive or immunized mice were incubated in a DNAse/Liberase solution (Roche,
Indiana, USA) at 0.1 pg/mL and 0.4 pg/mL, respectively, for 30 min at 37°C. Spleen were then
mechanically dilacerated on a 100 pm cell strainer and washed. Splenocytes were incubated
90 s in ACK Lysis Buffer (Life TechnologiesTM, Invitrogen) at room temperature, passed
through a 70 um cell strainer and resuspended in RPMI-1640 medium (Lonza, Verviers,
Belgium) supplemented with 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin. Phenotypic
analyses were performed using anti-TAY/IE‘-FITC (comparable reactivity on cells from mice

with I-AP alloantigens), anti-HLA-DR-FITC, anti-HLA-DR-APC, anti-CD45R/B220-PE, anti-
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CD19-PE Cy7, anti-CD3-PE, anti-CD8§-PerCP, anti-CD4-Alexa Fluor 700, anti-CD11b-PE (all
BD Pharmingen, San Jose, USA), anti-CD21/35-Pacific Blue, anti-CD93-APC, anti-CD1 1c-
Pacific Blue, anti-CXCRS5-PE Cy7 (all BioLegend, San Diego, USA) and anti-F4/80-APC
(eBiosciences, San Diego, CA, USA). Cell subsets were then characterized as: B cells (CD19*,
CD45R/B220"), follicular (Fo) B cells (CD19*, CD45R/B220*, CD93", CD21/35""), marginal
zone (MZ) B cells (CD19*, CD45R/B220"*, CD93"#" CD21/35"), transitional 1 (T1) B cells
(CD19", CD45R/B220", CD93", CD21/35"), transitional 2 (T2) B cells (CD19*, CD45R/B220"*,
CD93*, CD21/35%), dendritic cells (CDI11c*, F4/80"), macrophages (CD1l1c’, F4/80%),
monocytes (CD11c’, F4/80°, CD11b"), T cells (CD3+), CD4 T cells (“CD4*”: CD3*, CD4"),
CD8 T cells (“CD8*”: CD3", CD8"), follicular T helper (Tth, CD3*, CD4", CXCR5"). The
expression of mouse MHCII H-2 TA was detected at the surface of B cells and DCs FACS

analysis was done on live cells using BD LSRII and FACSDiva or FlowJo softwares.

Proliferation of splenocytes

Spleens were recovered from mice injected 7 times with FVIII, three days after the last
injection. Splenocytes (250.000 cells) isolated as previously described were incubated in 96-
round well plates (Nunclon Delta Surface, Thermo Fischer Scientific) in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% foetal calf serum (FCS), p-mercaptoethanol (50 uM), 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 1% non-essential amino acids, alone, with
concanavalin A (0.5 pg/ml Sigma) or with FVIII (0.1 pg/ml). After 72h of incubation at 37°C,
5% CO2, 0.5 uCi of tritiated thymidine (*H) was added to each well for an overnight incubation.
Cells were then recovered (TOMTEC, Hamden, USA) and *H incorporation quantified by Beta
counter (MicroBeta 1450, Perkin Elmer, Whaltam, USA).
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Results

Reduced levels of IgG in naive HemB6L 1 mice

We first compared naive HemB6L1 with naive HemB6 mice with respect to the levels of
circulating IgM, IgG, numbers of different cell populations in the spleen and capacity of the
splenic T cells to proliferate in the presence of ConA. Naive 7-11-week old mice were bled and
levels of IgM and IgG were measured in serum by ELISA. Normal concentrations of IgM and
IgG in the serum of wild-type C57B/6 mice are comprised between 800-6500 pg/mL and 2000-
5000 pg/mL, respectively. Accordingly, the concentrations of IgM (Figure 1A) and IgG (Figure
1B) in the serum of HemB6 mice were 4459+1044 pg/mL and 3631+776 pg/mL, respectively
(means=SEM). In contrast, the concentration of IgM in the serum of HemB6L 1was drastically
increased as compared to HemB6 mice (33399+4903 pg/mL, p<0.0001) and that of IgG was
decreased by more than 10 folds (241+31 pg/mL, p<0.0001).

We then investigated whether the altered Ig production in HemB6L1 mice is associated with
modifications in the distribution of splenic cells from the innate and/or adaptive immune
compartments. Splenocytes were purified from the spleen of naive mice and analysed by flow
cytometry. We quantified the number of antigen-presenting cells (APC), B cells and T cells
subsets by flow cytometry. The number of APCs was not affected in HemB6L1 mice as
compared with HemB6L1 mice (monocytes: 2.76+0.75.10° vs 2.41+0.34.10° cells, dendritic
cells: 1.09+0.24.10° vs 0.93 +0.14.10° cells, macrophages: 1.20+0.47.10° vs 1.05+0.14.10°
cells; Figure 2A). Likewise, the numbers of total T cells, helper T cells and follicular helper T
cells were identical in HemB6 and HemB6L1 mice (Figure 2C). There was however a
statistically significant 10-fold decrease in the number of CD8+ cytotoxic T cells in HemB6L1
mice as compared with HemB6 mice (0.68 +0.16.10° vs 7.18 + 1.03.10° cells, Figure 2C). The
significant increase in the number of splenic B cells in HemB6L1 mice as compared with
HemB6 mice (17.0 + 1.5.10% vs 8.7 + 0.7.10° cells; Figure 2B) was essentially due to a
significant increase in numbers of follicular B cells (16.2 = 1.5.10% vs 8.1 = 0.7.10° cells for
HemB6L1 and HemB6 mice, respectively). Numbers of marginal zone B cells and of
transitional B cells 1 and 2 were identical in HemB6L1 mice and HemB6 mice. Interestingly,
the capacity of splenic T cells to proliferate in response to the lectin mitogen concanavalin A
did not differ between HemB6 and HemB6L1 mice (Figure 2D, stimulation index (SI):
4.17%0.66 vs 6.11%0.86, respectively).

141



RESULTATS

Immune response to therapeutic FVIII in HemB6L1 mice

Naive HemB6 and HemB6L1 mice were injected either sc or iv with human FVIII once a week
for seven weeks and anti-FVIII Ig were quantified in the serum (Figures 3A, 3B). Anti-FVIII
IgM (Figure 3A) were detected in the serum from HemB6 mice after 3 injections and were
significantly greater when FVIII was injected iv (14.9+1.1 AU) as compared to sc (1.0+0.3 AU,
p<0.01). The levels of anti-FVIII IgM in HemB6L1 mice were also greater in the iv route as
compared with the sc route (9.1+1.5 vs 2.7£0.5, respectively, p<0.001) and were greater (sc,
p<0.01) or equivalent (iv, p=0.057) to that measured in HemB6 mice, indicating that HemB6L1
mice are not impaired in the development of anti-FVIII IgM immune responses.

In agreement with data in naive mice, levels of anti-FVIII IgG were greater in HemB6 mice
than in HemB6L1 mice both after three (26 folds) and seven FVIII injections (41 and 130 folds
for sc and iv, respectively; Figure 3B). Thus, after seven FVIII injections, sc injected HemB6
and HemB6L1 mice presented with 37.8+6.6 and 0.9+0.4 mg/ml anti-FVIII IgG (p<0.0001),
whereas iv injected mice presented with 17.2+5.8 and 0.1+0.1 mg/ml anti-FVIII IgG,
respectively (p<0.0001). After the 7" injection of FVIII, HemB6 mice developed greater levels
of anti-FVIII IgG when injected sc rather than iv (p<0.05). This was also the case for HemB6L1
mice (p<0.01).

Cross-talk between APCs and T cells in HemB6L1 mice

In order to investigate whether the altered production of anti-FVIII IgG in HemB6L1 is due to
an impaired reactivity of FVIII-specific T cells, we investigated the capacity of splenocytes
from mice treated with seven FVIII injections to proliferate in the presence of FVIIL. As shown
in naive mice, splenocytes from the spleen of the two strains of mice proliferated in the presence
of ConA (Figure 3C). T cells from HemB6 mice proliferated more vigorously in the presence
of FVIII when mice had been injected sc as compared to iv (SI: 5.6£0.9 vs 1.7£0.2, respectively,
p<0.001) (Figure 3D). This was also the case for HemB6L1 mice (SI: 5.0£0.4 vs 1.4+0.1,
respectively, p<0.0001). Interestingly, irrespective of the FVIII injection route, splenocytes
from HemB6 and HemB6L1 mice proliferated identically in the presence of FVIII, suggesting
that the priming of T cells in HemB6L1 mice is not perturbed.

We then investigated the expression of the transgenic human MHCII by dendritic cells and B
cells in the spleen of naive 7-11-week old HemB6L1 mice by flow cytometry (Figure 4). B cells
and DCs from naive HemB6 mice strongly expressed the mouse MHCII H-2 IA® and, as
expected, did not express HLA-DR (top panels). PBMCs, used as a positive control for the
expression of HLA-DR, tested positive for HLA-DR and negative for H-2 IA® (bottom panels).
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In agreement with genotyping data (not shown), HemB6L1 mice did not express mouse MHCII
on B cells or on DCs (middle panels). However, and in contrast to the expected results, the mice

failed to express HLA-DR on the two types of APCs.

Discussion

The objective of the present work was to generate a novel model of humanized FVIII-deficient
mice. To this end, we crossed exon 16-invalidated FVIII-deficient mice on the C57BL/6
background with SureL1 mice that lack mouse MHCI and MHCII and express human HLA-A2
and HLA-DRB1*01:01. While the HLA-DRBI1*01:01 allele, in contrast to the HLA-
DRB1*#15:01, has not been identified as a predictive risk factor for the development of FVIII
inhibitors in patients®*?°, our decision to use DRB1*01:01 was motivated by the facts that i)
the DRB1*01:01 allele is prevalent in the general European Caucasian population and in the
population of hemophilia patients (about 10%)%, ii) the HLA-DRB1#01:01 transgenic mice
were available?* and iii) the humanized HLA-DRB1%15:01 FVIII-deficient have already been
generated®?. Genotyping analyses confirmed that the generated HemB6L1 mice lack the genes
encoding mouse FVIII, MHCI and MHCII and contain the transgenes encoding the human
MHCI and II proteins. An analysis of the immune system of naive HemB6L 1 mice revealed the
presence in the circulation of exacerbated levels of IgM and reduced levels of IgG, with a
normal proliferative capacity of splenic T cells upon stimulation with ConA. Together, these
observations suggest an unaltered functionality of T cells in the mice and a potential impaired
cross-talk between antigen-presenting cells and T cells leading to a default in isotype switch
from IgM to IgG under steady conditions. HemB6L1 mice presented with unaltered splenic
populations of DCs, macrophages, monocytes and CD4+ T cells as compared with the parent
HemB6 mice, but with exacerbated levels of splenic follicular B cells and a drastic decrease of
CD8+ T cells, as compared to HemB6 mice.

The altered capacity of HemB6L1 mice to develop antigen-specific IgG immune responses was
confirmed upon treatment of the mice with human therapeutic FVIIL. While the levels of anti-
FVIII IgM were greater in HemB6L1 mice as compared with HemB6 mice, that of anti-FVIII
IgG were drastically reduced. A reduced IgG response to human FVIII had been already
reported in the DRB1#15:01 FVIII-deficient mice®?. In the latter work, the iv administration of
FVIII induced statistically lower levels of anti-FVIII IgG in HLA-DR transgenic mice as
compared to the parental mouse MCHII-positive mice. This difference in anti-FVIII IgG

responses was associated with an unaltered diversity of the repertoire of T-cell receptors (TcR)
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of CD4+ T cells??. Interestingly, the iv injection of FVIII in the presence of LPS rescued levels
of anti-FVIII IgG similar to that obtained in the parental FVIII-deficient mice, indicating that
the concomitant activation of the innate immune system may retrieve normal levels of immune
responses in HLA-DR transgenic animals. Whether LPS treatment of HemB6L1 mice at the
time of FVIII injection may restore an unbiased anti-FVIII IgG response remains to be
investigated.

Our attempt to confirm the expression of the HLA-DRB1#01:01 at the surface of APCs in the
spleen of HemB6L1 mice was unsuccessful. This was unexpected because i) parent SureL1
mice had been confirmed to express the transgenic protein (not shown), ii) FVIII-specific and
ADAMTS13-specific HLA-DRB1#01:01-restricted T-cell hybridomas have been generated
from the parent SureLL1 mice following immunization of the animals with FVIII or ADAMTS13

in the presence of adjuvant?®?’

and iii) the presence of the transgene was confirmed by
genotyping. Interestingly, HLA-DRB1*01:01 was detected neither on B cells, dendritic cells or
monocytes (not shown). Yet, splenic FVIII-specific T cells proliferated normally in the
presence of FVIII when incubated with splenic APCs, indicating that the activation of naive
FVIII-specific T cells occurred in the mice and that splenic APCs are able to present FVIII to
activated FVIII-specific T cells in ex vivo proliferation assays. Together with the above
observations, the reduced production of anti-FVIII IgG suggests a deficient T-cell/APC cross-
talk that preferentially targets interactions between B lymphocytes and CD4+ T cells rather than
interactions between DCs and T cells.

Seminal work by the Reipert group has demonstrated that the immunogenicity of FVIII is
similar following iv or sc administration to exon 17-invalidated FVIII-deficient mice?®. In
agreement with the work on HLA-DRB1%*15:01 FVIII-deficient mice however??, we observe
that the sc administration of FVIII was associated with a 10-fold increase in the anti-FVIII IgG
response in the HLA-DRB1*01:01 FVIII-deficient HemB6L1 mice, as compared to iv
injections. Whether this suggest that the cross-talk between T cells and APCs in HemB6L1
mice is more efficient in draining lymph nodes than in the spleen remains to be determined. In
the future, the presence of the HLA-DRB1*01:01 protein will be investigated intracellularly in
the different types of APCs as well as at the cell surface following in vitro activation in the

presence of LPS or pro-inflammatory cytokines such as type 1 interferon.
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Figures & Legends

Figure 1. Ig production in naive transgenic mice. Total IgM (Panel A) and IgG (Panel B)
were measured in the serum of HemB6 (full circles) or HemB6L1 (empty squares) mice by
ELISA. Expected ranges of IgM and IgG titers in the serum of C57BL6 mice are depicted as
dotted lines. Horizontal bars depict means+SEM and individual dots represent single mice.
Differences were assessed using the non-parametric double-sided Mann-Whitney test (****:

p<0.0001).

Figure 2. Immunological characterization of naive transgenic mice. Panels A, B and C.
Splenocytes from HemB6 and HemB6L1 mice were isolated and stained for flow cytometry
analysis. The total number of each cell type was assessed on viable cells in the case of dendritic
cells (DCs), macrophages (Macros) and monocytes (Monos) (Panel A), B-cell subpopulations
(Panel B), T-cell subpopulations (Panel C). Horizontal bars depict means+SEM for 3 mice per
group (Fo: follicular; MZ: marginal zone, Tth: T follicular helper). Panel D. Splenocytes from
naive HemB6 (full circles) or HemB6L1 (empty squares) mice were stimulated with
concanavalin A (ConA, 0.5 pg/mL). The stimulation index (SI) was calculated for each sample
by dividing the CPM measured under stimulated conditions by CPM measured without
stimulation. Horizontal bars depict means*SEM. Differences were assessed using the non-

parametric double-sided Mann-Whitney test (ns: non-significant; **: p<0.01).

Figure 3. Immune response to therapeutic FVIII in HemB6L1 mice. Panels A and B.
HemB6 (full symbols) or HemB6L1 (empty symbols) mice were injected with FVIII (4 IU or
1 png) subcutaneously (sc, triangles) or intravenously (iv, diamonds) ones a week for up to seven
weeks. Anti-FVIII IgM (Panel A) and anti-FVIII IgG (Panel B) were measured in serum before
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FVIII injection and after the third and/or seventh injections by ELISA. Anti-FVIII IgM levels
were determined using naive C57BL6 mouse serum as a standard and are depicted as optical
density (OD) measured at 405 nm. Anti-FVIII IgG levels were measured using the human
monoclonal anti-FVIII IgG mAb6 and are expressed in pg/ml. Horizontal bars depict
means=SEM and individual dots on panel A represent individual mice. Differences were
assessed using the non-parametric double-sided Mann-Whitney test (ns: non-significant; *:
p<0.05; **: p<0.01; ****: p<0.0001). Panels C and D. HemB6 (full symbols) or HemB6L1
(empty symbols) mice were injected with FVIII subcutaneously (sc, triangles) or intravenously
(iv, diamonds) ones a week for seven weeks. Mice were sacrificed 3 days after the last FVIII
injection and splenocytes were purified. Cells (250.000) were incubated for 72 hr with
concanavalin A (ConA, 0.5 pg/mL, Panel C) or FVIII (0.1 pg/mL, Panel D). Proliferation was
assessed by incorporation of tritiated thymidine for another 18 hr. The stimulation indexes (SI)
were calculated by dividing the CPM in stimulated conditions by CPM without stimulation for
each sample. Differences were assessed using the double-sided Mann-Whitney test (ns: non-

significant; *: p<0.05).

Figure 4. Human MHC II expression. Panel E. The expression of mouse (H-2 IA®) and human
(HLA-DR) MHC class II by splenocytes from naive HemB6 (top panels) and naive HemB6L1
(middle panels) mice was determined on B cells (left panels) and dendritic cells (DCs, right
panels). Peripheral blood mononuclear cells from healthy donors were used as positive control
for HLA-DR expression (PBMC, bottom panels). Values in the top left corner of each panel

represent geometric means=SEM. Data are from one representative animal per group.
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Supplemental material

Supplementary Table 1. Primers used for PCR to validate deficiencies or transgenes in

humanized HLA-DRB1*0101 FVIII-deficient (HemB6L1) mice

Gene Primers (5’ ->3°)
TTC GTG TAC CAG TTC ATG GG
IAB TAG TTG TGT CTG CAC ACC GT

CCT GCC GAG AAAGTATCC A
CTG AGC TCT GTT TTC GTC TG
B2m CTT AAC TCT GCA GGC GTA TG
CCT GCC GAG AAAGTATCC A
CAT TGA GAC AGA GCG CTT GGC ACA GAAGCA G

HLA-A2
GGA TGA CGT GAG TAA ACC TGA ATC TTT GGA GTA CGC
CTC CAA GCC CTC TCC CAG AG
HLA-DRA1
ATG TGC CTT ACA GAG GCC CC
TTC TTC AAC GGG ACG GAG CGG GTG
HLA-DRB1

CTG CAC TGT GAA GCT CTC ACC AAC
GAG CAA ATT CCT GTA CTG AC

FVIII TGC AAG GCC TGG GCT TAT TT
TGT GTC CCG CCCCTTCCTTT
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DISCUSSION

La prise en charge des patients atteints d’hémophilie A reste, en 2018, trés compliquée.
Non seulement le traitement est colteux, mais il ne permet pas d’offrir aux patients une
qualité de vie optimale. La courte demi-vie du FVIII les contraint a des injections plusieurs
fois par semaine et 25 a 30% d’entre eux développent des inhibiteurs. Les stratégies
d’induction de tolérance immunitaire (ITI) mises en place pour répondre a I'impasse
thérapeutique représentée par ces inhibiteurs engendrent une augmentation de la
fréquence d’injection, dégradant d’autant les conditions de vie et augmentent le cofit pour

la société.

Ainsi, le développement de nouvelles stratégies alternatives a la thérapie de substitution
est essentiel afin d’éviter le développement d’inhibiteurs. En parallele, la compréhension
des mécanismes immunitaires qui régissent la génération de ces anticorps permettrait de
développer des stratégies pour les éliminer et ainsi améliorer la prise en charge des
patients avec inhibiteurs. C’est dans ce contexte qu’au cours de ma thése, je me suis
attaché a proposer et valider une nouvelle stratégie pour corriger le phénotype
hémorragique des patients via l'injection d’ARNm codant le FVIII (article 1). Dans un
deuxieme temps et en collaboration avec Sandrine Delignat, j'ai étudié la possibilité
d’empécher la production d’inhibiteurs par inhibition des LB spécifiques du FVIII
(article 2). Enfin, la derniére partie de ma these a été consacrée a caractériser un nouveau
modele murin d’hémophilie A, humanisé pour les CMH I et II, constituant un nouvel outil

pour I'étude de la réponse immunitaire anti-FVIII (article 3).

I. Correction des saignements par injection d’ARNm codant le FVIII dans un modéele

murin d’hémophilie A

Les limites de la thérapie de substitution utilisant du FVIII thérapeutique, décrites
précédemment, rendent le besoin de thérapie alternative pressant. Le caractere
monogénique de I'’hémophilie A et le diagnostic précoce des patients, méme sans
antécédents familiaux, font de cette maladie un candidat particulierement approprié a

l'utilisation de la thérapie génique. Cependant, cette stratégie se heurte encore a quelques
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limitations, dont 'immunogénicité des vecteurs viraux, le colit et la difficulté de régulation

des niveaux protéiques!?4.

En parallele, la synthése d’ARNm transcrits in vitro (In vitro Transcribed mRNA - IVT
mRNA) est relativement simple, peu coliteuse et le contrdle des processus de production,
nécessaire a une application clinique, est aisé. Brievement, ces ARNm sont synthétisés a
partir d’'une séquence ADN par biologie moléculaire (utilisation d’enzymes ou
modifications chimiques), dans des systémes totalement dépourvus de cellules. Cela
représente un avantage, notamment pour l'uniformisation de la production mais
également concernant les risques infectieux, la présence d’'impuretés issues des cellules
ou des milieux de culture, comparé a la production de protéines recombinantes. De plus,
la protéine synthétisée in vivo est autologue et subit les modifications post-

traductionnelles (notamment les glycosylations) de maniéere endogene.

Enfin, les ARNm sont largement utilisés comme outil thérapeutique, que ce soit pour
reprogrammer des cellules en cellules souches pluripotentes (induced pluripotent stem
cells - iPSC), pour transfecter des cellules utilisées en thérapie cellulaire, ou pour une
transfection directe de 'ARNm afin d’induire une production protéique endogene30.
Ainsi, on retrouve des stratégies thérapeutiques utilisant les ARNm en oncologie, dans le
traitement de maladies infectieuses, en cardiologie, en endocrinologie ou encore dans des

protocoles de vaccination391,

Une fois toutes ces considérations prises en compte, l'utilisation des IVT mRNA comme
alternative a la thérapie de substitution m’a paru une possibilité intéressante. Pour
étudier cela, j’ai utilisé des IVT mRNA codant des FVIII BDD, modifiés et purifiés pour
améliorer leur stabilité, leur taux de traduction et diminuer leur immunogénicité3>7. Ainsi,
la partie codante a été optimisée et la coiffe en 5" modifiée pour un meilleur taux de
traduction, la queue poly-A de 100nt et les parties non-codantes (5’-UTR et 3-UTR) ont
été concues pour améliorer la stabilité des ARNm et, enfin, certains nucléosides ont été

remplacés pour limiter au maximum l'activation de I'immunité innée356.392,393,

La premiere étape a été de valider que dans un systeme relativement simple, in vitro, les

ARNm permettaient une production et une sécrétion de FVIII actif. En effet, d’'une part le
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FVIII est une protéine avec un faible taux de traduction mais d’autre part, il doit également
étre sécrété pour exercer son activité pro-coagulante sur le site de saignement. La
détection de FVIII dans le surnageant de culture m’a permis de valider la production de
FVIII et également de vérifier que la séquence signal de sécrétion, présente dans la
séquence ADN, permettait la sécrétion de la protéine. Cependant, je n’ai pas quantifié la
proportion de FVIII sécrétée par rapport a la quantité de FVIII produite par la cellule, ce
qui, nous le verrons dans les paragraphes suivants, pourrait expliquer une limite de ce
projet. Suite a cette validation, j’ai étudié la production de FVIII endogéne par un modele

murin déficient en FVIII.

Le premier facteur que j'ai pris en compte est la voie d’injection. En effet, une limite de
cette technologie est 'absence de ciblage des cellules qui internalisent 'ARNm et
produisent la protéine. Dans le cadre du FVIII, les cellules qui le produisent sont
primordiales. Comme décrit dans le paragraphe « Synthese du FVIII », le FVIII doit étre
clivé par des protéases intracellulaires pour étre mature, ce qui peut constituer une
difficulté supplémentaire. S’'il a été montré que le FVIII est produit par les cellules
endothéliales sinusoidales dans le foie et dans d’autres organes, j'ai souhaité cibler le foie.
En effet, le foie est relativement facile a atteindre puisque la présence de capillaires
fenestrés (assez perméables) dans cet organe permet une transfection des cellules
adjacentes aux vaisseaux, suite a I'injection dans la circulation sanguine. Une diffusion
paracrine permet ensuite une transfection des autres cellules hépatiques, plus éloignées
des vaisseaux3?1. J’ai donc choisi d’injecter les souris par voie intraveineuse et j’ai détecté,

entre 6h et 72 apres 'injection, une forte production de FVIII endogene actif.

J'ai ensuite été confronté a une difficulté qui est la I'identification des cellules produisant
le FVIIIL. Les techniques d'imagerie en notre possession ne me permettent pas de détecter
les faibles quantités de FVIII produites et de déterminer précisément par quelles cellules
il est produit. Par ailleurs, selon notre collaboratrice spécialiste des IVT mRNA, des
techniques de RT-PCR ne m’auraient pas permis de détecter par quelles cellules nos
ARNm étaient internalisés. D’apres elle, ’ARNm a la possibilité de se coller a la matrice
extracellulaire et sa détection dans un organe n’aurait pas permis de conclure a
'internalisation de 'ARNm par un type cellulaire précis (Kariko, mail du 07/03/2017).

J’ai donc validé la production protéique apres injection intraveineuse en utilisant des
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ARNm codant pour la luciférase, beaucoup plus simple a détecter. J'ai ainsi détecté une
production splénique de la luciférase. J'ai également confirmé I'accumulation de FVIII
endogene dans la zone marginale de la rate, comme précédemment décrit apres injection

de FVIII thérapeutique?23.

Enfin, j’ai souhaité valider qu’'une unique injection d’ARNm permettait la correction des
saignements. Une expérience de « tail clipping » a donc été mise en place, ou le bout de la
queue des souris est sectionné et le volume de sang perdu en 20 minutes est évalué. J'ai
ainsi pu démontrer que 24h apres l'injection d’ARNm, les souris injectées coagulent
autant que des souris injectées avec du FVIII thérapeutique. J'ai ainsi comparé avec des
souris traitées avec de fortes doses de FVIII (3 Ul/souris correspondent
approximativement a 150 Ul/kg), ou de plus faibles doses (60 Ul/kg). Cette correction du
phénotype hémorragique me permet de confirmer que cette technologie utilisant des
ARNm codant le FVIII est une potentielle alternative crédible a la thérapie de substitution.
Par ailleurs, j’ai déterminé une demi-vie de présence du FVIII de presque 18h, laissant
espérer une nette diminution de la fréquence d’injection nécessaire a une présence

continue de FVIII.

Tout comme ce qui est fait dans le cas de la thérapie génique, aprés avoir validé la
production de FVIII endogene, j'ai souhaité évaluer la toxicité de cette nouvelle stratégie
thérapeutique. En effet, j’avais émis 'hypothese que le FVIII endogene serait moins
immunogene que le FVIII thérapeutique, mais je n’avais que tres peu d’'indications sur
I'immunogénicité des ARNm. Et effectivement, bien que le FVIII soit produit de maniere
endogene, j’ai constaté une trés importante réponse immunitaire anti-FVIIL J'ai détecté
I'apparition d’'IgG anti-FVIII inhibiteurs dés la deuxiéme injection d’ARNm chez la souris.
Dans le cas du FVIII recombinant, cette réponse est apparue plus tard et le plateau des
titres inhibiteurs atteint était 10 a 20 fois plus faible que dans le cas de 'ARNm. Plusieurs

éléments peuvent expliquer cette réponse et doivent étre étudiés.

Le premier d’entre eux est la forte production, soudaine, de FVIII endogene. En effet, une
seule injection de 3 ou 5 pg d’ARNm permet d’atteindre 40% de I'activité FVIII trouvée
dans un plasma normal, 24h apres I'injection. Si cette production permet une correction

totale du phénotype hémorragique, il a été démontré que la quantité de FVIII produit par
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chaque cellule est cruciale. En effet, dans le cadre d’études de thérapie génique, ou la
quantité de vecteur par cellule est une variable étudiée, il a été démontré que si une seule
cellule internalise trop de vecteur, le FVIII s’accumule dans le réticulum endoplasmique
et cause un stress cellulaire3?4. Cette accumulation de protéines mal repliées déclenche
une réponse UPR (Unfolded Protein Response) qui peut engendrer l'apoptose
cellulaire3?5. Or, nous 'avons vu dans l'introduction, les cellules qui entrent en apoptose
peuvent étre source de signaux de danger. Si j’ai choisi de mener notre étude avec 3 ug
d’ARNm, dose la plus faible permettant de rester au-dessus des 5% d’activité FVIII a 72h,
il faut envisager la possibilité de diminuer cette dose afin de trouver un équilibre entre
I'efficacité de correction de la coagulation et le déclenchement du stress endoplasmique.
Pour cela, la quantification de FVIII intracellulaire in vitro me permettrait d’évaluer la
quantité de FVIII secrétée par rapport a la quantité de FVIII produit et ainsi d’évaluer
I'accumulation possible de FVIII dans la cellule. De plus, une étude précise de I'activation
de la protéine BiP (Binding Immunoglobulin Protein), marqueur de stress

endoplasmique, en fonction de la dose d’ARNm injectée pourrait étre menée.

Le deuxiéme élément qui pourrait expliquer le déclenchement d'une telle réponse
immunitaire est '’ARNm en lui-méme. En effet, si aucune étude ne montre I'apparition
d’'une réponse humorale dirigée contre les ARN (anticorps anti-ARN) dans le cadre
d’'injection d’ARNm exogene, les ARN peuvent activer I'immunité innée, notamment
lorsqu'’ils sont reconnus par les TLR 3, 7 ou 8396-398, Cela a pour conséquence la mise en
place d’'un environnement pro-inflammatoire propice, nous I’avons vu, au développement

d’une réponse immunitaire anti-FVIII.

Si cette propriété d’adjuvant est un atout dans un contexte vaccinal, elle est délétere
lorsque I’ARNm est utilisé dans le cadre d'un traitement de substitution. Le remplacement
des uridines par des pseudo-uridines (1-methylpseudouridine) permet d’inhiber la
reconnaissance de '’ARNm par les TLR 7 et 8 et prévient la production de TNFa par des
DC apres incubation avec des ARNm356:399, De plus, la purification des IVT mRNA par
chromatographie liquide haute performance (High Performance Liquid Chromatography
- HPLC) permet d’éviter la présence d’ARNm double brins, reconnus par le TLR 3357, Dans
cette étude, pour complexer '’ARNm, j’ai utilisé le TransIT mRNA Transfection Kit® qui

forme des particules d’environ 100 nm. Une étude in vitro a montré que l'orientation de
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la réponse immunitaire est dépendante de la taille des particules#%0. Lorsque des PBMC
sont incubés avec des nanoparticules, ces particules sont phagocytées par des DC
plasmacytoides qui produisent de I'INFa, tandis que les microparticules sont, elles,
reconnues par des monocytes qui produisent du TNFa. Ainsi, il serait intéressant de
transfecter des PBMC avec notre ARN complexé dans le TransIT et de doser la production
d’INFa afin de valider l'innocuité du complexe. L’utilisation d’autres agents pour
complexer ’ARNm codant le FVIII pourrait étre un levier pour réduire I'imunogénicité de
cette approche. Les agents de transfection sont un ensemble de molécules qui encapsulent
I’ARNm. Lorsqu'’ils sont non-virauy, ils peuvent étre constitués d'un mélange de lipides ou
de protéines et présentent chacun des caractéristiques qui leur sont propres+*°1. Ainsi,
selon le type de lipide ou de polymere choisi, la taille, 1a capacité ou la charge du complexe
seront différentes et les propriétés de transfection, de dégradation ou d'immunogénicité
varieront également#02403, .3 nature des agents de transfection utilisés joue donc un role
primordial dans I'efficacité de la stratégie ARNm. Tout d’abord, ils permettent de protéger
les ARNm de la dégradation par les RNAses, tres présentes dans le milieu extracellulaire.
En effet, en conditions physiologiques, ’TARNm n’est retrouvé qu’en intracellulaire et la
détection d’ARNm hors de la cellule peut constituer un signal de danger pour
I'organisme#%4. Par ailleurs, les agents de transfection facilitent l'internalisation de
I’ARNm puisque naturellement les ARNm rejoignent le cytoplasme en sortant du noyau et
non pas en franchissant la membrane plasmique. Dans notre cas la difficulté ne semble
pas provenir d'un défaut de transfection, mais pourrait plutot provenir d’'une production
extra-hépatique du FVIIIL. En effet, dans le cas du FVII], le seul signal détecté I'était dans la
rate, bien que nous ne puissions pas déterminer s'il s’agit du lieu de production du FVIII
transgénique ou de son accumulation apres production/sécrétion dans un autre organe.
Le foie est un organe considéré comme ayant une capacité d’induction de tolérance#%s,
raison pour laquelle les études de thérapie génique ciblent essentiellement cet organe.
Les raisons évoquées pour expliquer cette tolérogénicité sont notamment la production
de cytokines anti-inflammatoires (TGF-f3 et IL-10) par certaines cellules du foie, ainsi que
I'expression de molécules immunosuppressives (PD-L1 et CTLA-4) inhibant I'activation
des LT ou encore la génération de Treg*%. Pardi et al. ont fait une analyse précise des
organes ciblés selon la voie d’injection de '’ARNm chez la souris et ont confirmé la

prévalence hépatique chez les souris injectées par voie intraveineuse40’.
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Malheureusement, je n’ai pas réussi a reproduire ces résultats et I'utilisation d’'un moyen
de ciblage plus précis semble essentielle dans notre modéle. Or, les agents de transfection
pourraient me permettre d’améliorer la spécificité de distribution de 'ARNm. Une étude
systématique de la composition des nanoparticules lipidiques (LNP) a permis d’optimiser
leur composition afin d’améliorer, in vivo, leur capacité a transfecter des hépatocytes*%8,
Ainsi, la modification de la constante de dissociation acide (pKa) de certains lipides en
périphérie du complexe permet une modification de la charge globale, propice a la
transfection d’hépatocytes. De plus, les molécules de surface ASGR2 (récepteur aux
asialoglycoprotéines 2) et TFR2 (Transferrin receptor protein 2) ont été identifiées
comme des marqueurs spécifiques des hépatocytes par deux stratégies différentes40°.
L’étude des molécules membranaires est intéressante pour le ciblage par les LNP car
récemment, une nouvelle stratégie a par exemple montré la possibilité d’inhiber la
réponse immunitaire en couplant des LNP contenant des siRNA avec un anticorps dirigé
contre un antigene spécifique de populations de DC (DEC205) : ces LNP ciblent les DC
exprimant DEC205, qui sont transfectées avec les siRNA dirigés contre CD40, CD80 et
CD86, ce qui inhibe l'activation de la réponse immunitaire35?. Nous avons vu au
paragraphe « Description du FVIII » que les cellules endothéliales de la microvasculature
sont également capables de synthétiser du FVIII32. Pour tenter de cumuler l'aspect
tolérogene du foie avec la capacité naturelle de ces cellules a produire du FVII], il serait
intéressant de les cibler dans le foie. Chez la souris, les cellules endothéliales sinusoidales
ont été caractérisées telles que VEGFR3+, CD34-, VEGFR2*, VE-cadherin*, Factor VIII*,
CD45-. Si aucune de ces molécules n’est spécifique de cette population cellulaire, il est a
noter que l'expression de VEGFR2Z et 3 est exclusivement restreinte aux cellules
endothéliales hépatiques et n’est retrouvée sur aucune autre cellule du foie#419, Il serait
alors intéressant de formuler nos ARNm dans des LNP avec un tropisme hépatique, qui
pourraient étre couplés avec des anticorps anti-VEGFR 1 et 2 pour obtenir une production
préférentiellement par les cellules endothéliales hépatiques. Il pourrait en résulter une

production hépatique du FVIII beaucoup moins immunogene qu’actuellement.

Enfin, une troisieme possibilité existe si ni le stress cellulaire, ni ’ARNm, ni I'agent de
transfection ne sont responsables du déclenchement de la réponse immunitaire. Il est

possible que, comme dans le cas du FVIII thérapeutique, le FVIII transgénique produit de
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maniere endogéne soit endocyté par les CPA et que ses peptides soient présentés aux LT.
Une solution qui pourrait nous permettre de controler la réponse anti-FVIII serait alors
l'utilisation de FVIII moins immunogeéne. Nous avons vu dans lintroduction que
I'immunogénicité du FVIII pouvait étre modulée en empéchant son endocytose par les
CPA, notamment en mutant des résidus chargés dans les domaines C1 ou C2160404, Ainsi,
l'utilisation d’'un ARNm codant le FVIII triple muté (R2090A/K2092A/F2093A) pourrait
étre envisagéel®2. De plus, un FVIII développé par le Dr Lenting possédant une affinité
accrue pour le vVWF et ne montrant pas d'immunogénicité23> serait une solution idéale

pour 'optimisation de notre stratégie.

Dans I'hypothese ou le contrdole de I'immunogénicité serait efficace, ce projet ouvrirait
alors la voie a I'amélioration de nombreuses stratégies existantes. Tout d’abord, il serait
possible d’utiliser des ARNm codant pour des FVIII a demi-vie prolongée (FVIII-Fc...) et
ainsi obtenir une présence de FVIII dans le plasma encore plus longue. Puisque de forts
taux de FVIII sont atteints pendant plusieurs jours avec une unique injection d’ARNm, il
serait également intéressant d’étudier la possibilité d’utilisation des IVT mRNA dans des
protocoles d’ITL. Cette technologie pourrait par exemple permettre de réduire la

fréquence d’'injection des patients dans des protocoles a fortes doses de FVIII.

II. Prévention de la réponse mémoire anti-FVIII par inhibition de la ‘Bruton’s

Tyrosine Kinase’ (Btk) chez la souris déficiente en FVIII

Le deuxieme projet auquel j'ai participé pendant ma these concerne justement
I'immunogénicité du FVIII thérapeutique. La complication la plus courante chez les
patients traités avec du FVIII exogéne est 'apparition d’'une réponse immunitaire dirigée
contre ce FVIII et conduisant a 'apparition d’anticorps inhibiteurs. Durant cette réponse
immunitaire, le FVIII est reconnu par des cellules présentatrices d’antigene (CPA), qui
apprétent le FVIII et présentent des peptides via leur CMH II. Ce complexe CMH/peptide
est reconnu par le TCR d’un LT naif spécifique du FVIII qui s’active et active a son tour un

LB naif via son BCR. Le LB se différencie alors soit en plasmocytes qui synthétisent les IgG

161



DISCUSSION

anti-FVIII, soit en LB mémoires. Les plasmocytes sont divisés entre deux populations, les
plasmocytes a courte durée de vie qui restent dans les organes lymphoides secondaires
et les plasmocytes a longue durée de vie qui migrent dans des niches de la moelle osseuse.
Lors d'une seconde rencontre avec le FVIII, celui-ci est reconnu par le BCR de forte affinité
exprimé par les LB mémoires qui, d'une part se différencient directement en plasmocytes
synthétisant des anticorps de forte affinité pour le FVIII et, d’autre part, peuvent jouer le

réle de CPA et présenter a leur tour des peptides du FVIII.

Les LB sont donc une population cellulaire centrale dans la réponse immunitaire anti-
FVIII et représentent donc une cible thérapeutique de choix pour éviter le développement
d’une telle réponse ou pour inhiber une réponse en cours. De plus, le seul mécanisme
décrit, au moins chez la souris, expliquant I'induction de tolérance au FVIII pendant des
protocoles d’'ITI est I'éradication des B mémoires par les fortes doses de FVIIIZ99. Depuis,
des stratégies pour cibler les LB ont été développées. L’utilisation d’'un anticorps
thérapeutique anti-CD20 (Rituximab) permet d’éradiquer les LB et de traiter certains
patients ayant développé des inhibiteurs (cf. paragraphe « Description des protocoles
d’'ITI »). Cependant, les plasmocytes perdent I'expression du CD20 et ne sont donc pas
atteints par cette thérapie. La possibilité d’'utiliser le Bortezomib, un inhibiteur du
protéasome qui est particulierement actif dans les plasmocytes, a été évaluée au
laboratoire il y a quelques années. Cet inhibiteur n’a cependant pas permis d’enrayer la
production d’inhibiteurs apreés de multiples injections de FVIII321, Une autre stratégie a
consisté a inhiber I'implantation des plasmocytes dans les niches de la moelle osseuse par
utilisation d’'un antagoniste du récepteur a la chimiokine CXCL12, essentielle a la
migration de ces cellules#!l. Cependant, 'absence de spécificité antigénique de cette

stratégie ne permet pas d’envisager une application clinique.

C’est pourquoi nous avons choisi, avec Sandrine Delignat qui a mené ce projet, de prévenir
'activation des LB spécifiques du FVIII par I'inhibition de la Bruton’s Tyrosine Kinase
(Btk), une kinase impliquée dans la voie de signalisation du BCR. La Btk, de par sa position
juste en aval du BCR, permet le controle de nombreuses fonctions cellulaires dés la liaison
de I’Ag au BCR (cf. Figure 14). Elle permet notamment I'activation et la prolifération des
LB et constitue donc une cible thérapeutique évidente. Des inhibiteurs de la Btk ont

d’ailleurs été développés et I'un d’entre eux, I'lbrutinib (Imbruvica®), a regu I'autorisation
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de mise sur le marché dans le traitement de la leucémie lymphoide chronique (LLC), ou il
permet d'inhiber la survie et la prolifération des cellules B cancéreuses3¢3. Cependant, il a
été montré que l'ibrutinib peut également se fixer a I'Interleukin-2-inducible T-cell Kinase
(Itk) exprimée par les LT374, pouvant laisser présager des effets secondaires. Ainsi, la
société Pfizer a développé le PF-06250112, un inhibiteur de la Btk qui forme avec elle une
liaison covalente via la cystéine 481, proche de la poche de fixation a I’ATP, empéchant
ainsi I'autophosphorylation de la Btk. Le PF-06250112 ne présente pas de réaction

croisée avec I'ltk et inhibe la Btk de fagon réversible37>,

Pour commencer, nous avons validé I'inhibition spécifique de la voie de signalisation du
BCR par le PF-06250112 in vitro et in vivo. Pour cela, nous avons traité des LB isolés, ou
des souris déficientes en FVIII, avec I'inhibiteur de la Btk et avons stimulé, deux heures
apres, ces LB via leur BCR avec des fragments F(ab’)z, ou de fagon indépendante du BCR
avec un anticorps anti-CD40. Nous avons alors constaté une inhibition dose-dépendante,

parle PF-06250112, de I'activation des LB uniquement lors de la stimulation via leur BCR.

Nous avons ensuite étudié la possibilité de prévenir la réponse primaire anti-FVIII chez la
souris déficiente en FVIII. Nous avons alors été confronté au fait que le gavage quotidien
des souris hémophiles avec le PF-06250112 présentait un risque important d’induction
d’hémorragies du tractus gastro-intestinal. Il fallait néanmoins couvrir toute la durée de
présence du FVIII dans le sang (10 fois sa demi-vie) avec I'inhibiteur de la Btk. Sachant
que ce dernier et le FVIII ont une demi-vie de 7h et 8h, respectivement, chez la souris,
nous avons décidé de réaliser les gavages 24h avant l'injection de FVII], le jour de
I'injection puis les 3 jours suivants. Apres quatre injections de FVIII, nous avons constaté
une diminution des LT spléniques par rapport aux souris contréles. Nous avons alors
vérifié leur capacité a proliférer in vitro en réponse au FVIII et n’avons trouvé aucune
altération. Ces résultats suggerent que la diminution du nombre de LT spléniques est la
conséquence de la diminution du nombre de LB folliculaires et de 1a zone marginale chez
les souris traitées avec le PF-06250112. Il pourrait en découler une perturbation de
I’homéostasie cellulaire dans la rate, expliquant la modification des populations de LT.
Cette hypothese est appuyée par une étude qui décrit, chez des souris dont les LB sur-
expriment la Btk, une augmentation du nombre de LT CD4+* spléniques#12. En revanche, il

est relativement étonnant que nous n’ayons détecté aucune modification du nombre de
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LB des centres germinatifs (CG). En effet, dans cette méme étude, la surexpression de Btk
entraine une formation spontanée de CG. Par ailleurs, chez des souris déficientes en Btk
(souris Xid), il a été décrit une architecture splénique modifiée, avec notamment I'absence
de formation de CG, voire méme la dissolution de CG déja établis376. Ces observations sont
cohérentes avec la diminution des populations de LB spléniques que nous avons
constatée, mais devraient coincider avec la diminution des LB des CG. Il serait intéressant
d’étudier plus précisément la formation, par exemple par de I'immunofluorescence, de
centres germinatifs dans notre modele afin de déterminer si I'absence de modification

dans le nombre de cellules correspond a une absence de centres germinatifs.

En revanche, la perturbation des populations spléniques par le PF-06250112 n’était pas
corrélée avec une diminution des inhibiteurs anti-FVIII. Nous n’avons en effet constaté
aucune différence significative entre les souris traitées par l'inhibiteur de la Btk et le
groupe controle. Cette absence d’effet de I'inhibition de la Btk dans un contexte ou le BCR
a une faible affinité pour I'Ag a déja été décrite376. En effet, I'étude de Benson et al. montre
que la Btk estimpliquée dans le cas d’Ag T-indépendants de type 1], ou d’Ag T-dépendants,
seulement si le BCR est de forte affinité pour ceux-ci. Malgré cette distinction selon
I'affinité du BCR, il est plus probable qu'’il faille plut6t distinguer les situations selon le
réle du LB. En effet, comme le montre la figure 14 (page 103), la Btk interagit avec le
cytosquelette d’actine et permet notamment l'internalisation du BCR. Or, une étude
montre que l'inhibition de la Btk diminue les mouvements intracellulaires et empéche le
transport des vésicules contenant le BCR et I’Ag internalisé aux compartiments
permettant son apprétement*13. Cette théorie pourrait expliquer que l'inhibition de la Btk
ne soit efficace que dans le cas ou le LB joue le role de CPA, en plus de reconnaitre I’Ag via
son BCR. Nous avons donc étudié 'effet du PF-06250112 dans le cadre d’une réponse
mémoire anti-FVIII, situation dans laquelle les LB mémoires spécifiques du FVIII
expriment vraisemblablement un BCR de forte affinité pour le FVIII et peuvent jouer le
role de CPA. Nous avons donc immunisé des souris hémophiles contre le FVIII et attendu
90 jours, ce qui permet la disparition des plasmocytes a courte durée de vie*14. Nous les
avons ensuite traitées au PF-06250112 et au FVIII, selon le protocole précédemment
décrit, pendant 2 semaines et avons dosé les IgG anti-FVIIL. L’hétérogénéité des titres a JO

(avant traitement a I'inhibiteur) nous a contraint a calculer le ratio entre les titres a J7 et
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J14 par rapport au titre initial pour chaque souris. Nous avons alors constaté que
I'inhibition de la Btk permet une diminution significative de la réponse humorale anti-
FVIIL Cependant, la production d’IgG anti-FVIII dans le groupe contrdle est la résultante
de 'activation des B mémoires ainsi que de celle des plasmocytes a longue durée de vie
présents dans la moelle osseuse. En effet, les plasmocytes perdent I’expression du BCR et
I’ARNm codant la Btk y est diminué. Ainsi, I'inhibition de la Btk n’a pas d’effet sur ces
cellules. Nous avons donc opté pour une stratégie de transfert adoptif au cours de laquelle
des souris ont été immunisées contre le FVIII et leurs splénocytes récupérés. Nous les
avons déplété en plasmocytes circulants (cellules exprimant CD138) et transféré a des
souris hémophiles naives. Ces souris ont ensuite été traitées avec le PF-06250112 et le
FVIII pendant 2 semaines. Cette expérience nous a permis de confirmer les résultats, a
savoir que les souris ayant recu des splénocytes déplétés en cellules CD138* et traitées
avec 'inhibiteur de la Btk ne développent pas d’IgG anti-FVIII alors que le groupe controle
en développe apres deux injections de FVIII. Enfin, nous avons montré que 'effet du PF-

06250112 inhibe in vitro la différenciation des LB mémoires en plasmocytes.

Ainsi, a travers cette étude, nous avons montré que l'inhibition de la Btk permet
I'inhibition de la différenciation des LB mémoires en plasmocytes et permet ainsi la
diminution de la génération d’anticorps anti-FVIII. Cette stratégie pourrait constituer un
outil supplémentaire pour traiter des patients avec inhibiteurs. Le fait que cet inhibiteur
soit réversible, contrairement a I'ibrutinib, peut constituer un avantage. En effet, dans un
essai clinique de phase III, il a été rapporté des effets secondaires apres traitement a
I'ibrutinib. Une lymphocytose est trouvée chez 20% des patients et des troubles de
I’'hémostase chez 18 a 44% d’entre eux379. Si une inhibition réversible peut laisser espérer
une diminution des effets secondaires lors d’un traitement chronique, 'apparition d’effets
secondaires devra également étre étudiée apres traitement au PF-06250112. Par ailleurs,
il a été montré in vitro que l'ibrutinib, approuvé dans le traitement de lymphomes du
manteau, a un effet antagoniste a celui du Rituximab, couramment utilisé dans le
traitement des lymphomes*!>. En effet, I'ibrutinib empéche la stimulation des cellules
Natural Killer (NK) par la liaison du fragment Fc du Rituximab au récepteur Fc. Cela a pour
conséquence I'absence de dégranulation des cellules Natural Killer. Cette incompatibilité

des traitements pourrait constituer une limite a l'utilisation de I'ibrutinib et augmenter le
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besoin d’autres inhibiteurs de la Btk. Cependant, une limite principale de ce traitement,
quel que soit I'inhibiteur utilisé, consiste en sa spécificité. En effet, la Btk n’est activée
qu’en cas de liaison de I’Ag au BCR. Ainsi, son inhibition ciblera uniquement les LB activés,
mais quel que soit I'antigene qui 'active. C’est la raison pour laquelle I'inhibiteur de la Btk
doit étre introduit uniquement quand le FVIII est présent, pour éviter qu'’il inhibe les LB
activés par d’autres antigénes au cours du temps. La encore, la réversibilité du PF-
06250112 peut constituer un avantage. De plus, pour palier a cette absence de spécificité,
il serait intéressant d’étudier la possibilité de cibler des LB spécifiques du FVIII avec
I'inhibiteur de la Btk. Pour inhiber uniquement les LB spécifiques du FVIII, Macauley et al.
ont utilisé des nanoparticules avec du FVIII a leur surface. En plus du FVIII, ces
nanoparticules portent le CD22L, qui, lorsqu’il rencontre son récepteur, le CD22,
engendre l'apoptose de la cellule*l6. [l serait intéressant d’étudier la possibilité
d’encapsuler le PF-06250112 dans des nanoparticules portant du FVIII afin d’'inhiber

uniquement ces LB.

Une seconde limite de cette molécule est I'incapacité a cibler les plasmocytes a longue
durée de vie. En effet, sile PF-06250112 n’inhibe pas les LB lors d’'une réponse primaire,
on peut imaginer qu’il n’empéche pas leur différenciation en plasmocytes a longue durée
de vie. Ainsi, lors d’'une réponse mémoire, bien qu’il empéche la formation de nouveaux
plasmocytes, ceux déja nichés dans la moelle osseuse synthétiseront des inhibiteurs,
jusqu’a épuisement de tous les plasmocytes. On peut donc penser que l'inhibition de la
Btk ne permettra pas une diminution des titres inhibiteurs dés la premiere réponse
mémoire, mais qu’il faudra attendre I'épuisement de tous les plasmocytes a longue durée
de vie. L'utilisation du bortezomib en combinaison avec I'inhibiteur de Btk pourrait étre
intéressante. En effet, si le bortezomib ne permet pas d’'inhiber les plasmocytes nichés
dans la moelle osseuse, il permet d’éviter leur formation lorsqu’il est co-injecté avec le
FVIII321, On peut imaginer un traitement au PF-06250112 et au bortezomib lors de la
premiere injection de FVIIL Il y aurait alors uniquement génération de LB mémoires, mais
pas de plasmocytes. Lors des injections futures de FVIII avec I'inhibiteur de la Btk, les LB

mémoires prendraient en charge le FVIII mais seraient ciblés par l'inhibition de la Btk.

166



DISCUSSION

En plus de fournir un nouvel outil prometteur pour contrdler les titres d’IgG anti-FVIII
chez les patients avec inhibiteurs, ce projet ouvre la voie a de nouvelles thérapies

combinées lorsque la différenciation des LB mémoires en plasmocytes doit étre inhibée.

I1I. Caractérisation d’'un nouveau modele murin déficient en FVIII et humanisé pour

le HLA-DRB1*01:01

Le développement d’outils pour contrecarrer la réponse immunitaire anti-FVII], tels que
le PF-06250112, est grandement dépendant du modeéle utilisé. Ainsi, les modeles murins
utilisés sont centraux dans I'étude de la réponse immunitaire anti-FVIIL. Si les modeles
utilisés a 'heure actuelle sont de trés bons substituts pour étudier la polarisation des
cellules immunitaires ou la phase humorale de la réponse, une limite existe quant a la
présentation du FVIII par les CPA. En effet, les cellules murines expriment un CMH II
murin qui, une fois le FVIII apprété, présentent les peptides pour lesquels ils ont la
meilleure affinité. Or, chez le patient, les CMH humains n’ont probablement pas la méme
affinité pour les différents peptides du FVIII et ne présentent donc probablement le méme
répertoire de peptides du FVIII. Ainsi, I'’étude des variations de ce répertoire en fonction
de I'haplotype HLA-DR est impossible dans un modele murin et la validation in vivo de
FVIII dont les épitopes seraient mutés non plus. C’est la raison pour laquelle il y a quelques
années, un modele murin déficient en FVIII et humanisé pour le CMH Il a été développé32°.
Ces souris expriment l'allele DRB1*15:01 qui avait été identifié comme un facteur de
risque vis-a-vis de I'apparition d’inhibiteurs43. Ce modele a été caractérisé et a permis
I'analyse in vivo du répertoire des peptides présentés par cet haplotype CMH II et la
génération d’hybridomes de LT spécifiques de ces peptides. Si I'allele DRB1*01:01 n’est
pas un facteur de risque pour l'apparition d’inhibiteurs, il est malgré tout un allele
fréquent dans la population caucasienne et est retrouvé chez 10% des patients

hémophiles Al44,

Nous avons donc généré un modele de souris déficientes en FVIII, pour les CMH I et II

murins et transgéniques pour les CHM I et II humains (HLA-A2.1 et HLA-DRB1*01:01,
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respectivement). J'ai caractérisé ce modele en commengant par étudier les anticorps
sériques et les populations cellulaires spléniques des souris naives. ]’ai observé des titres
d’IgM totaux significativement augmentés chez les souris transgéniques par rapport aux
souris exprimant les CMH murins. En revanche, les titres d’IgG totales sont eux, plus de
10 fois inférieurs. Cette répartition différente des isotypes est corrélée avec une
augmentation de la population de LB spléniques, due a 'augmentation du nombre de LB
folliculaires. Une diminution du nombre de LT CD8* chez les souris transgéniques a
également été constatée. Les populations de CPA (monocytes, macrophages et cellules
dendritiques) sont, elles, identiques dans les deux lignées. ]’ai alors étudié la capacité des
LT a proliférer et n’ai constaté aucune différence entre les souris transgéniques et les

souris hémophiles.

Sachant que les populations de LB transitionnels et de la zone marginale sont identiques
entre les deux lignées et que les LT semblent fonctionnels, il serait intéressant d’étudier
la cause de 'augmentation du nombre de LB folliculaires. En effet, cette augmentation
peut-elle traduire une incapacité a former des centres germinatifs ? Les LB folliculaires
participent a la formation des centres germinatifs ou ils subissent les processus de
commutation isotypique et d’hypermutation somatique. Dans le cas d’'un défaut de
formation des centres germinatifs, on peut penser que ces LB folliculaires s’accumulent
dans la rate car ils ne se différencient pas. De plus, n’ayant pas subi la commutation
isotypique, ils synthétisent principalement des IgM et peu d’IgG de faible avidité de
maniére indépendante de l'antigéne. Cette hypothése est supportée par I'étude du
syndrome d’hyper IgM (HIGM) dont la mutation des genes codant les molécules de co-
stimulation CD4.0 et CD40L sont une des causes. En effet, chez la souris déficiente en CD4.0,
la communication altérée entre LT et LB résulte en un nombre augmenté de follicules B,
en une population de LT CD4+ intra-folliculaires inchangée et en une absence de formation
de centres germinatifs#17418, En revanche, chez les patients chez qui ’'HIGM est causé par
une déficience en AID (role décrit dans le paragraphe « Role des lymphocytes B »), on
constate I'apparition de centres germinatifs géants#19420, [’étude de ce symptome montre
bien qu’une altération de la communication entre les LT et LB peut mener a des
symptomes proches de ceux décrits dans cette lignée transgénique. Dans notre cas, la

modification du CMH peut laisser penser que la situation est plus proche de celle décrite
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suite a une déficience en CD40 ou CD40L qu’en AID. On peut donc imaginer qu’en étudiant
la formation des centres germinatifs, on pourrait constater leur diminution, voire leur

disparition chez les souris transgéniques.

La seconde partie de I’étude a consisté en I’étude de la réponse immuntaire anti-FVIII chez
ces souris. 'ai quantifié les inhibiteurs anti-FVIII chez des souris immunisées et confirmé
la prévalence des IgM anti-FVIII chez les souris transgéniques ainsi que la diminution des
IgG anti-FVIII, par rapport aux souris déficientes en FVIIL J'ai injecté les souris a sept
reprises avec du FVIII et étudié la capacité des splénocytes a proliférer ex vivo. Je n’ai
constaté aucune différence entre les deux lignées dans la capacité des splénocytes a
proliférer en réponse au FVIIL. Il est a noter ici que lorsque les splénocytes ont été stimulés
avec la concanavaline A, un mitogéne non spécifique, j'ai constaté une différence
significative entre les deux lignées lorsqu’elles sont injectées par voie intraveineuse. Cette
différence n’est en revanche, pas retrouvée lorsque les souris sont injectées par voie sous-
cutanée. L'utilisation de la concanavaline A dans cette expérience nous permet de définir
si une différence de prolifération est spécifique d'un antigéne (ici par exemple, spécifique
du FVIII) ou si elle résulte d'une différence intrinseque des LT spléniques a proliférer. En
effet, si la prolifération en réponse a la concanavaline A est identique chez tous les
groupes, mais qu’elle differe apres stimulation avec le FVIII, alors on peut conclure que ce
sont les LT spécifiques du FVIII qui sont concernés. Dans notre cas, la différence est
observée en réponse a la concanavaline A, mais pas au FVIII et uniquement apres injection
intraveineuse de FVIIL. Cela voudrait dire que les splénocytes ont globalement une
altération de leur capacité a proliférer, sauf au FVIII. Bien que le nombre de souris par
groupe soit déja important (n>10), il serait intéressant de reproduire cette expérience. En
effet, il semble étrange qu'un antigene modifie la capacité intrinseque des LT a proliférer,
mais pas leur capacité a proliférer en réponse a ce méme antigene. J'ai ensuite étudié
I'expression du CMH II transgénique par les LB et les cellules dendritiques par cytométrie
en flux. Sij’ai bien confirmé la disparition de I'expression du CMH Il murin chez les souris

transgéniques, il a en revanche été impossible de détecter la présence du HLA-DRB*01:01.

L’absence d’expression membranaire du CMH II semble confirmer I'hypothese d’une
communication altérée entre les LT et les cellules censées exprimer le CMH transgénique.

On peut donc supposer que lors de la réponse immunitaire anti-FVIII, la communication
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entre toutes les CPA (CD, macrophages, mais aussi LB mémoires) et les LT est altérée.
Cependant, cela est remis en cause par le fait que ces mémes cellules soient capables de
faire proliférer les LT dans un test ex vivo, alors qu’in vivo, la réponse immunitaire est
altérée. Plusieurs hypotheses pourraient expliquer cette différence entre I'in vitro et l'in
vivo. D'une part, le test ex vivo quantifie la prolifération des splénocytes par incorporation
de thymidine tritiée. Si cela permet de quantifier la division cellulaire, il se peut que dans
un certain contexte, cela ne reflete pas leur activation fonctionnelle. L'incorporation de
thymidine ne traduirait alors pas d’'une capacité a activer des LB. D’autre part, on pourrait
envisager une activation normale des LT in vivo qui activeraient les LB, mais que ces
derniers soient incapables de répondre a la stimulation. Sachant que la présence du géne
codant les CMH humains a été validée par PCR, il est primordial de savoir si I'absence de
CMH a la surface des cellules est liée a un probléme de production de la molécule ou
d’expression. Pour cela, la présence des ARNm codant pour les CMH transgéniques sera
effectuée. Si’ARNm est retrouvé dans les cellules, la détection de la molécule de CMH en
intracellulaire sera essentielle. Il a été montré que l'expression du CMH II peut étre
augmentée par I'ajout d’interféron gamma (IFNY)421.422_En effet, I'I[FNy induit 'expression
de la protéine CIITA (Class Il Transactivator) qui induit la transcription du géne codant le
CMH de classe 11423 Ainsi, dans le cas d’'un défaut de transcription du gene, I'apport d'IFNY
ou de CIITA pourrait permettre une expression du CMH II. De plus, la détection du CMH I
transgénique pourrait étre envisagée afin de déterminer si cette déficience est spécifique

du CMH II ou pas.

Si I'absence d’expression du CMH II est tres décevante, notamment a la vue des 24 mois
nécessaires a Sandrine Delignat pour obtenir cette nouvelle lignée murine, la
caractérisation de ce modéle n’en reste pas moins tres intéressante. Avant de pouvoir étre
utilisé comme un outil et fournir des informations sur le répertoire de peptides présenté
par l'allele DRB1*01:01, ce modele murin nous permet d’étudier I'importance de
I'activation des LB dans la réponse immunitaire anti-FVIII. A terme, nous espérons
pouvoir identifier des épitopes T du FVIII afin de les modifier et de générer un FVIII moins

immunogene.
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La thérapie de substitution est a I'heure actuelle le traitement privilégié pour prévenir ou
traiter les saignements chez les patients atteints d’hémophilie A. Ce traitement consiste
en l'injection de FVIII exogene. Ce FVIII thérapeutique est soit purifié a partir du plasma
de donneurs sains, soit produit par génie génétique. Qu’il soit dérivé de plasma ou
recombinant, sa production est compliquée et coliteuse et sa demi-vie n’excede pas
12 heures. Ainsi, les patients sont contraints a des injections fréquentes, ce qui altere leur
qualité de vie. De nouvelles stratégies alternatives a la thérapie de substitution ont donc
été développées. Certaines visent a modifier le FVIII pour en augmenter sa demi-vie,
notamment par I'ajout de fragment Fc ou par sa PEGylation. Cependant, I'augmentation
de la demi-vie du FVIII est limitée par la demi-vie de sa protéine chaperonne, le facteur
Willebrand (vWF). D’autres stratégies se sont intéressées a la possibilité d’utilisation
d’agents court-circuitant le FVIII dans la cascade de la coagulation. Ainsi, 'utilisation de
facteur VII activé (FVIIa), de concentrés de protéines du complexe prothrombinique
activé - aPCC ou encore 'utilisation d’inhibiteurs des régulateurs naturels de cette cascade
(aPC, le TFPI, ou l'antithrombine) ont vu le jour. Une nouvelle stratégie a quant a elle
proposé l'utilisation d'un anticorps bi-spécifique, reconnaissant d’'une part le facteur IX
activé (FIXa) et le facteur X (FX) et permettant leur rapprochement spatial. Cette
molécule, 'Hemlibra® joue donc le réle du FVIII et permet I'activation du FX. Enfin, la
thérapie génique offre une possibilité de traitement tres intéressante aux patients.
Cependant, elle est encore confrontée a certaines limites et notamment a la préexistence
chez une large proportion de la population, d’anticorps anti-adenovirus associated vector
(AAV), qui sont les vecteurs majoritairement utilisés en thérapie génique. De plus, la
nécessité d’insertion dans le génome représente encore une difficulté au succes de cette

thérapie.

L’objectif de la premiére partie de mon projet de these a donc été de proposer et de valider
une nouvelle stratégie alternative a la thérapie de substitution. Cette stratégie repose sur
|'utilisation d’ARNm transcrits in vitro (IVT mRNA) codant pour le FVIII. Les ARNm
permettent une production continue de la protéine pendant leur présence dans la cellule
et, contrairement a la thérapie génique, les ARNm n’ont pas a s’intégrer dans le génome.
De plus, leur expression est régulée par des mécanismes physiologiques, facilitant leur

application en thérapeutique. La preuve de concept pour l'utilisation d’ARNm dans le
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cadre d’'une thérapie de substitution a été apportée dans le cas de I'érythropoiétine
(EPO)331, L’injection de 0,1 pg d’ARNm codant I'EPO a des souris ou des singes permettait
une augmentation de I’hématocrite, ainsi qu'une présence dans le plasma cinq fois plus
longue qu’apres administration de 3 pug de protéine. J'ai ainsi montré que l'utilisation
d’ARNm formulé dans des nanoparticules lipidiques permet la production in vitro et in
vivo de FVIII endogéne. De plus, une injection d’ARNm codant le FVIII a des souris
déficientes en FVIII permet la restauration de 40% de l'activité FVIII en 24h et permet une
détection de FVIII dans le plasma pendant 72h. La quantité de FVIII produite pendant ces
72h est équivalente a 6 fois la quantité de FVIII thérapeutique injectée lors de la thérapie
de substitution. Par immunofluorescence, j'ai également observé 'accumulation du FVIII
endogene dans la zone marginale de la rate a proximité des macrophages
métallophiliques, confirmant des résultats obtenus avec du FVIII thérapeutique?23. Enfin,
jai démontré qu'une unique injection d’ARNm permet la correction du phénotype
hémorragique dans des expériences de « tail clipping ». Cependant, lorsque j’ai évalué la
toxicité de cette stratégie lors d’'injections répétées, j’ai constaté une tres forte réponse
immunitaire, avec une apparition précoce et amplifiée d'inhibiteurs comparé aux souris
injectées avec du FVIII recombinant. Il est possible que cette forte immunogénicité soit
due a la production de signaux de danger qui peuvent provenir de plusieurs sources. La
premiére d’entre elles pourrait étre des cellules qui entrent en apoptose. En effet, il a été
montré qu'une accumulation protéique dans le réticulum endoplasmique peut provoquer
un stress cellulaire conduisant a 'apoptose de la cellule3?>. Or, cette apoptose peut étre
source de signaux de danger (cf. Figure 8) et promouvoir le déclenchement de la réponse
anti-FVIIIL. Par ailleurs, les ARNm ont une propriété d’adjuvant, tres utile dans un contexte
vaccinal. En revanche, lorsqu’ils sont utilisés pour un traitement de substitution, cette
propriété devient délétere. Les ARNm sont en effet capables d’activer 'immunité innée
via les Toll Like Receptors (TLR), bien que les modifications apportées aux IVT mRNA
abrogent cette reconnaissance3>¢. Les nanoparticules lipidiques dans lesquelles sont
formulés les ARNm pourraient, elles, constituer une source de signaux de danger#92. De
plus, l'utilisation de différents agents de transfection permettrait une optimisation de
cette stratégie, notamment en ciblant les organes ou les cellules a transfecter et pourrait
ainsi éviter l'apparition d’'une réponse immunitaire. Cela ouvrerait alors la voie a

l'utilisation des IVT mRNA codant pour des FVIII a demi-vie allongée, permettant encore

173



CONCLUSION & PERSPECTIVES

I'augmentation du temps de présence dans le plasma. Cette technologie, a la vue des
quantités de FVIII produite, pourrait également étre envisagée dans le cadre de

protocoles d’'induction de tolérance immunitaire (ITI).

Avec le deuxiéme aspect de ma these, je me suis intéressé a la complication la plus
redoutée chez les patients hémophiles A. L’apparition d’'une réponse immunitaire dirigée
contre le FVIII chez 25 a 30% des patients constitue en effet une réelle impasse
thérapeutique. Malgré l'existence des protocoles d’'IT], cette complication engendre une
dégradation importante de la qualité de vie des patients, le triplement du prix de la prise
en charge et les ITI ne sont couronnés de succes que dans 60 a 80% des cas®’. Si les étapes
précoces de la réponse anti-FVIII sont encore mal comprises, les acteurs cellulaires
impliqués sont, eux, bien identifiés. Parmi eux, les lymphocytes B (LB) constituent une
cible thérapeutique de choix puisqu’ils vont donner les plasmocytes qui produisent les
inhibiteurs, ainsi que les cellules mémoires. Ces pourquoi de nombreuses études ont ciblé
les LB anti-FVIII naifs pour induire une tolérance au FVII1299.320.361, Les L.B sont activés par
liaison de I'antigéne sur leur BCR et une facon de les inhiber consiste a empécher la
transduction du signal en aval du BCR. Pour cela, la Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk)
représente une cible idéale puisqu’elle est en amont de l'ensemble des voies de
signalisation contrdlées par le BCR. En collaboration avec Sandrine Delignat, nous avons
évalué l'effet du PF-06250112, un inhibiteur réversible de la Btk développé par Pfizer, sur
la réponse immunitaire anti-FVIII. Nous avons commencé I'étude en validant I'inhibition
dose-dépendante et spécifique de la voie de signalisation du BCR in vitro et in vivo par le
PF-06250112. Puis nous avons montré, en traitant des souris déficientes en FVIII avec
I'inhibiteur de la Btk pendant 5 jours par semaine, que cet inhibiteur ne permettait pas de
prévenir 'apparition de la réponse anti-FVIII. En effet, le jour du deuxieme gavage
hebdomadaire, les souris ont également été traitées avec du FVIII et au bout de 4 semaines
de traitement avec le FVIII et I'inhibiteur de la Btk, nous avons constaté l'apparition
d’inhibiteurs. Nous avons également montré que le traitement engendre une diminution
de certaines sous-populations de LB de la rate, ainsi que des LT spléniques. Comme il avait
été montré que l'inhibition de la Btk a un effet plus important sur les LB exprimant un
BCR de forte affinité pour I'antigene376, nous avons décidé d’étudier son effet dans le cadre

d’'une réponse mémoire. Des expériences de transfert adoptif de LB mémoire nous ont
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permis de démontrer que le traitement au PF-06250112 permet bien d’inhiber la réponse
mémoire anti-FVIIL En effet, les souris receveuses de LB mémoire spécifiques du FVIII ne
développent pas de réponse anti-FVIII lorsqu’elles sont traitées avec du FVIII et
I'inhibiteur de la Btk. En revanche, lorsque des souris receveuses sont traitées
uniquement avec du FVIII, on constate I'apparition d’inhibiteurs. Des expériences de
différenciation de LB mémoires in vitro nous ont permis de démontrer que I'absence
d’inhibiteurs chez les souris traitées avec le PF-06250112 est due a une inhibition de la
différenciation des LB mémoire en plasmocytes. Le fait que cet inhibiteur de la Btk soit
réversible, lui confere un avantage important. En effet, cette réversibilité laisse supposer
une diminution des effets secondaires observés chez des patients traités avec I'ibrutinib,
un autre inhibiteur de la Btk approuvé dans le traitement des lymphomes370. Cependant,
il serait intéressant de coupler ce traitement au PF-06250112 avec une stratégie
thérapeutique visant les plasmocytes a longue durée de vie, présents dans la moelle
osseuse. Ces cellules qui apparaissent a la suite de la réponse primaire (non inhibée par
I'inhibiteur de la Btk) perdent I'’expression du BCR et ne sont donc pas ciblées par le PF-
06250112. Elles constituent donc une source d’inhibiteurs malgré le traitement avec cet

inhibiteur de la Btk.

Pour la derniere partie de ma these, je me suis attaché a caractériser un nouveau modele
murin d’hémophilie A. En effet, si de nombreux modeles animaux existent pour
I’hémophilie A, les plus couramment utilisés sont les modeles murins. Ces lignées
représentent un outil précieux, notamment pour I'étude de la réponse immunitaire anti-
FVIII puisqu’elles présentent des caractéristiques immunitaires similaires a celles
retrouvées chez le patient382, Malgré tout, dans ces modéles, le FVIII est pris en charge par
des cellules murines et les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) présentent des
peptides du FVIII sur un complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II)
murin. Or, les peptides présentés dépendent de I'affinité du CMH pour les peptides. On
peut donc supposer que le répertoire présenté par le CMH Il murin est différent de celui
présenté par le CMH II, selon qu'’il soit murin ou humain. Ainsi, ces modeéles ne permettent
pas I'étude des répertoires de peptides présentés chez les patients. De plus, ils ne
permettent pas la validation in vivo de FVIII qui seraient modifiés pour enlever les

épitopes T reconnus chez ’humain. C'est pourquoi il y a quelques années, un modele
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murin déficient en FVIII et exprimant I'allele HLA-DRB1*15:01 du CMH II humain a été
développé3®?. L'utilisation de ce modele a permis par la suite d’identifier des peptides
présentés par cet allele. Nous avons donc souhaité développer et caractériser un modeéle
murin déficient en FVIII et en CMH I et Il murins, transgénique pour les alleles humains
HLA-DRAZ2.1 et HLA-DRB1*01:01 du CMH I et I, respectivement. En effet, I'allele 01:01
est un des alleles les plus présents dans la population caucasienne et représente 10% des
patients hémophiles A144, J'ai donc caractérisé la production d’anticorps sériques chez les
souris transgéniques naives et j'ai constaté une production augmentée d’IgM totaux et
diminuée d’IgG totaux par rapport aux souris déficientes en FVIIL. Les populations de LB
folliculaires et de LT cytotoxiques sont diminuées, mais la capacité des splénocytes a
proliférer est identique dans les deux lignées. J’ai ensuite étudié la réponse anti-FVIII chez
ces souris et les ai immunisées avec une injection hebdomadaire de FVIII. Aprés sept
injections, les souris transgéniques développent plus d’IgG anti-FVIII et moins d’IgM anti-
FVIII, confirmant la tendance démontrée chez les souris naives. De méme que chez les
souris naives, les splénocytes ont la méme capacité a proliférer en réponse a une
stimulation au FVIII ex vivo. Lorsque j’ai étudié I'expression du HLA-DRB1*01:01 par les
cellules dendritiques ou les LB, j’ai pu confirmer la disparition de I'expression du CMH II
murin chez les souris transgéniques, mais je n’ai pas pu détecter I'expression du CMH II
humain. L’ensemble de ces résultats suggerent que l'absence d’expression du CMH II
humain par les cellules dendritiques et les LB empéche une bonne communication entre
ces cellules etles LT. Il pourrait en résulter un défaut de formation de centres germinatifs,
comme décrit dans le syndrome d’hyper IgM (HIGM)417419_ Cela pourrait avoir comme
conséquence l'absence de mutation hypersomatique et donc expliquer la diminution des
IgG anti-FVIII au profit des IgM. Il a été montré que I'interféron gamma permet d’induire
I'expression du CMH II par I'intermédiaire de la protéine CIITA%23, Le traitement de ces
souris par l'interféron gamma, ou par CIITA pourrait permettre de rétablir une expression
normale du CMH. Ce projet fournirait alors un outil précieux pour I'étude in vivo de la
réponse immunitaire. Nous pourrions alors identifier les épitopes présentés par le HLA-
DRB1*01:01 et les muter afin d’éviter une présentation du FVIII chez les patients qui

I'expriment.
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