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Résumé 

 

L’hémophilie A est une maladie rare liée au chromosome X due à l’absence de facteur VIII 

(FVIII) fonctionnel de la coagulation. Elle est causée par une mutation du gène F8 et se 

traduit par des symptômes cliniques plus ou moins invalidants selon la sévérité de la 

maladie. On constate l’apparition d’hémorragies ponctuelles suite à un traumatisme pour 

les formes les plus légères, 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 exogène provoque, chez 25 à 30% des patients, l’apparition d’une 

réponse immunitaire anti-FVIII. Cette réponse immunitaire se traduit par l’apparition 

d’anticorps anti-FVIII qui neutralisent l’activité pro-coagulante du FVIII, appelés donc 

« inhibiteurs ». Cette complication de la thérapie de substitution mène les patients à 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 apprêté 

par des cellules présentatrices d’antigène. Les peptides du FVIII sont présentés sur le 

complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) et reconnus par des 

lymphocytes T naïfs via leur récepteur (TCR). Ils s’activent et activent à leur tour des 

lymphocytes B via leur récepteur (BCR) qui, après 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 

l’induction de tolérance immunitaire (ITI) et consiste en l’injection répétée de fortes 

doses de FVIII sur une longue période. Cependant, ce traitement est extrêmement 

contraignant pour le patient, est très coûteux et n’est efficace que dans 60 à 80% des cas. 

Au cours de ma thèse, j’ai tout d’abord souhaité proposer et valider une nouvelle stratégie 

thérapeutique, alternative à la thérapie de substitution, utilisant un ARNm codant le FVIII. 

La courte demi-vie du FVIII (environ 12h) oblige les patients à des injections régulières 

de FVIII. 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 endogène in vitro et in vivo. De plus, 

l’injection de 3µg d’ARNm permet d’atteindre, 24h après 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 

endogène 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 FVIII. 

Le deuxième aspect de ma thèse a consisté à 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 l’activation du 

lymphocyte B. Nous avons ainsi montré que l’inhibition de la Btk ne permettait pas de 

prévenir l’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 reçu des lymphocytes B mémoires spécifiques du FVIII ne développent pas 

de réponse mémoire lorsqu’elles sont traitées avec l’inhibiteur de la Btk, en plus du FVIII. 

A l’inverse, on constate l’apparition d’inhibiteurs chez les souris simplement traitées avec 

du FVIII après 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 l’inhibition de 

la différenciation des cellules B mémoires en plasmocytes. 

Enfin, la dernière partie de ma thèse m’a permis de caractériser une lignée de souris 

hémophiles transgéniques pour l’allèle HLA-DRB1*01:01 du CMH II humain. J’ai en effet 

caractérisé des souris déficientes en FVIII, pour les CMH I et II murins, mais exprimant les 

CMH I et II humains. J’ai ainsi montré que ces souris naïves produisaient plus d’IgM et 

moins d’IgG que les souris hémophilies exprimant les CMH murins. J’ai également montré 

que cela est associé à une modification du nombre de lymphocytes B folliculaires, mais 

pas du nombre de cellules présentatrices d’antigène. De plus, les lymphocytes T ont la 

même capacité à 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 même prolifération des lymphocytes T en 

réponse au FVIII. J’ai étudié l’expression du CMH humain par les cellules présentatrices 

d’antigène de ces souris et, si j’ai confirmé la perte d’expression du CMH murin, je n’ai pas 

détecté d’expression du CMH humain. 



 5 

Les résultats obtenus lors de ma thèse 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 endogènes, même dans le cas où, comme pour 

le FVIII, les taux de traduction sont très faibles. Des études restent cependant à mener 

quant à l’immunogénicité de cette stratégie, ainsi qu’à la possibilité d’améliorer le ciblage 

des cellules transféctées après injection. De même, des études approfondies sont à mener 

pour améliorer la stratégie d’inhibition de la Btk. Si ce traitement permet l’inhibition de 

la réponse mémoire, il serait intéressant d’améliorer sa spécificité. L’inhibition ne touche 

que les lymphocytes B qui fixent un antigène sur le BCR, mais quel que soit cet antigène. 

Enfin, la possibilité d’avoir un modèle murin exprimant un CMH II humain ouvre la voie à 

de très 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 allèle. Des études complémentaires sont néanmoins nécessaires afin 

de comprendre les mécanismes responsables de l’absence de CMH II à la surface des 

cellules de cette lignée transgénique. 
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Figure 7. Schéma du mode d’action du FVIIIa ou de l’Emicizumab.  30 

Figure 8. Représentation schématique de la théorie du danger.   38 

Figure 9. Représentation schématique de la théorie  

de la discontinuité de l’antigène.      39 

Figure 10. Facteurs de risques liés à l’apparition d’inhibiteurs.   41 

Figure 11. Score clinique CANAL (Concerted Action on Neutralizing  

Antibodies in patients with severe haemophilia A).    42 

Figure 12. Réponse immunitaire anti-FVIII.      46 

Figure 13. Récepteurs capables de fixer le FVIII et/ou le vWF    50 

Figure 14 : Représentation schématique de la voie de signalisation du BCR. 103 

  



 10 

Abréviations 

 

aa   acide aminé 

AAV   Adeno-Associated Virus 

ABR   Annual Bleeding Rate 

ADCC   Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

AID   Activation-Induced cytidine Deaminase 

aPC   Activated Protein C 

aPCC   activated Prothrombin Complex Concentrates 

ARN   Acide Ribonucléique 

ARNm   ARN messager 

ARNt   ARN de transfert 

AT   Antithrombine 

BCR   B Cell Receptor 

BDD FVIII  B Domain Deleted FVIII 

Btk   Bruton’s Tyrosine Kinase 

CANAL Concerted Action on Neutralizing Antibodies in patients with 
severe haemophilia A 

CDC   Complement-Dependent Cytotoxicity 

CG   Centre Germinatif 

CHAMP  CDC Hemophilia A Mutation Project 

CHO   Chinese Hamster Ovary 

CMH (I ou II)  Complexe Majeur d’Histocompatibilité (de classe I ou II) 

CPA   Cellule Présentatrice d’Antigène 

CTL   Cytotoxic T Lymphocyte 

CTLA-4   Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4 

DC   Dendritic cells 



 11 

EPO   Erythropoïétine 

FcR (n)  Fc Receptor (neontatal)  

FT   Facteur Tissulaire 

FVIII(a)  Facteur VIII (activé) 

HIGM   Syndrome d’Hyper IgM 

HLA   Human Leukocyte Antigen 

IFNγ   Interféron gamma 

Ig (G)   Immunoglobuline (de classe G) 

IgIV   Immunoglobulines Intraveineuses 

IL   Interleukines  

ITAM   Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif 

ITI   Induction de Tolérance Immunitaire 

iTreg   induced Treg 

IVT mRNA  In vitro Transcribed mRNA 

LB   Lymphocyte B 

LNP   Lipid NanoParticle 

LT (h)   Lymphocytes T (helper) 

miRNA  micro RNA 

MO-DC  Monocyte-derived Dendritic Cells 

NK cells  Natural Killer cells 

nTreg   natural Treg 

PBMC   Peripheral Blood Mononuclear Cells 

pdFVIII  Plasma Derived FVIII 

PLCγ2   Phospholipase C-γ2 

PTPs   Previously Treated Patients 

PUPs   Previously Untreated Patients 

RE   Réticulum Endoplasmique 



 12 

rFVIII   recombinant FVIII 

scFVIII  single chain FVIII 

siRNA   short interfering mRNA 

TCR   T Cell Receptor 

Teff   LT effecteur 

Tfh   LT follicular helper 

TFPI   Tissue Factor Pathway Inhibitor 

TLR   Toll-Like Receptor 

TNFα    Tumor Necrosis Factor α 

Treg   LT régulateur 

UB   Unité Bethesda 

UPR   Unfolded Protein Response 

VHC   Virus de l’Hépatite C 

VIH   Virus de l’Immunodéficience Humaine 

vWF   Facteur Willebrand 

XLA   X-Linked Agammaglobulinemia 

 

  



 13 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION 
 

 

  



 

 

 
INTRODUCTION 

 

  

14 

I. Hémophilie A et FVIII 
 

1. Historique de l’hémophilie 
 

Bien avant sa description et sa caractérisation, l’hémophilie est évoquée dès le Ier siècle 

de notre ère. Rabban Shimon ben Gam liel (environ -10 av. JC – 70 ap. JC) interdit en effet 

la circoncision d’un garçon, car les fils de trois de ses tantes sont décédés de saignements 

consécutifs à l’acte. Un siècle plus tard, Rabbi Juda Ha-Nassi autorise dans la Mishna 

(première partie du Talmud), qu’un bébé de sexe masculin ne soit pas circoncis, si deux 

de ses frères sont déjà décédés de saignements suite à cette pratique1,2. 

Au cours du XIXe siècle, de nombreuses appellations sont utilisées pour décrire ce 

syndrome : idiosyncrasie hémorragique, hématophilie, diathèse hémorragique 

héréditaire, maladie hémorragique… Pour la première fois, Hopff utilise en 1828, le terme 

d’ « hémophilie » - haima (sang en grec) et philia (amour)3. C’est également au cours de 

ce siècle que nait la Reine Victoria du Royaume-Uni, porteuse asymptotique d’une 

mutation causant l’hémophilie. Sa descendance étant présente dans la majorité des cours 

d’Europe, on trouvera cette mutation dans de très nombreuses familles royales, jusqu’à 

celle du dernier tsar de Russie. C’est ce qui vaudra à l’hémophilie d’être appelée « la 

maladie Royale ». Cependant, c’est de l’hémophilie B dont il s’agit ici comme cela a 

récemment été découvert4; depuis 1952 et les travaux d’Aggeler5 et de Biggs6, deux types 

d’hémophilie sont connus : l’hémophilie A si le gène codant le facteur VIII (FVIII) est 

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

 

2. Description de l’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 fréquentes8. Elle est 

causée par différentes anomalies du gène 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 l’activité résiduelle du 

FVIII, l’hémophilie est qualifiée de sévère si l’activité résiduelle est inférieure à 1% de 

celle d’un plasma normal, de modérée entre 1 et 5% ou de mineure si elle est supérieure 

à 5%9.  
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Ces sévérités concernent respectivement 50%, 10% et 40% des patients hémophiles A10 

et se traduisent par des manifestations cliniques très diverses. Dans les cas les plus légers, 

les hémorragies sont ponctuelles et font souvent suite à un traumatisme ; par exemple 

lors d’une petite chirurgie. En revanche, dans les formes les plus sévères de la maladie, 

des hémorragies peuvent advenir spontanément et de manière chronique. Des 

hémorragies internes apparaissent en particulier au niveau des articulations 

(hémarthroses) pouvant déclencher des arthropathies invalidantes et conduire à la 

paralysie. Ces hémarthroses, très caractéristiques de l’hémophilie, ont d’ailleurs été 

décrites dès 1890 par König11. 

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 vital12. En effet, les hémorragies intracérébrales concernent 

7,5% des hémophiles13 et sont 40 à 80 fois plus fréquentes chez les nouveau-nés 

hémophiles que dans la population générale14. 

 

3. Génétique de l’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 à 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 première description de la transmission récessive de l’hémophilie A. 

 

Le gène F8 

Nous savons aujourd’hui que le gène 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 délétère sur un chromosome X, les femmes soient porteuses de la 

maladie tandis que les hommes en sont atteints. Ce propos est cependant à nuancer par 

de rares exceptions de femmes atteintes d’hémophilie A, notamment à cause d’un défaut 

d’inactivation du chromosome X portant la version muté de F815. Le gène codant le FVIII 

est extrêmement long, puisqu’il s’étend sur 186 kb et est composé de 26 exons16. Il est 

transcrit en un ARN messager (ARNm) d’environ 9 kb comprenant une région 5’ non 
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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 l’adressage de la protéine au réticulum endoplasmique (RE) 

puis sa sécrétion. 

 

 

Figure 1. Production du FVIII. Chez l’homme, le gène 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) dont les 19 premiers 
constituent un peptide signal d’adressage au réticulum endoplasmique (gris foncé). 
 

Anomalies génétiques menant à l’hémophilie A 

A l’heure actuelle, des bases de données telles que « CDC Hemophilia A Mutation Project 

(CHAMP) » listent près de 3 000 mutations du gène F8 et y associent la sévérité de 

l’hémophilie observée17.  

La grande majorité des mutations sont des mutations ponctuelles, c’est-à-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 l’apparition d’un codon-stop et aboutissent donc à une protéine 

tronquée, sont associées dans 90% des cas à une hémophilie A sévère. En revanche, les 
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mutations faux-sens (49%), qui modifient l’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 l’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 sévère (39%).  

Les délétions sont le deuxième 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 à des sévérités différentes et représentent 23% des mutations de la 

base de données CHAMP. Ce pourcentage est plus important dans CHAMP que ce que l’on 

trouve dans la littérature où elles sont estimées entre 5% et 10% 18.  

Concernant les hémophilies A sévères spécifiquement, elles sont consécutives dans 45% 

des cas à un réarrangement génique qui est l’inversion de l’intron 2219–22. Cette inversion, 

qui est due à la recombinaison de deux régions homologues, mène à la transcription des 

exons 1 à 22 dans le sens 3’-5’ et des exons 22 à 26 dans le sens 5’-3’, ce qui aboutit à la 

synthèse 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, l’hémophilie A n’est pas causée par une mutation dans le gène F8 à 

proprement parlé, mais dans ses séquences régulatrices, voire dans d’autres gènes. En 

effet, certaines mutations concernent des gènes 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 foie25–27. Ces 

résultats ont été confirmés et affinés plus récemment, où des études utilisant soit la 

détection de l’ARNm codant le FVIII, soit une invalidation conditionnelle de F8, ont 

démontré une production de FVIII par les cellules endothéliales sinusoïdales28. Il a 

également été démontré que les cellules endothéliales permettent une synthèse extra-

hépatique de FVIII29,30. Un système de perfusion de poumons ex vivo a par exemple permis 
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de détecter une production de FVIII par cet organe31. De manière 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 à 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 à 40 aa riches en acides aspartiques (Asp) et acides 

glutamiques (Glu), appelées « régions acides »33 et nommées a1, a2 et a3. Les domaines A 

possèdent environ 40% d’homologie entre eux, avec le facteur V de la coagulation et avec 

la céruloplasmine34. De la même façon, les domaines C présentent des homologies avec 

les domaines C du facteur V. Le domaine B lui, ne montre aucune homologie avec d’autres 

protéines35.  

 

Synthèse du FVIII 

La séquence signal permet l’adressage à la lumière du réticulum endoplasmique où 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 manière ATP-

dépendante où 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 premières protéolyses menant au FVIII fonctionnel. 

En effet, le FVIII est clivé par une (des) protéase(s) intracellulaire(s) au niveau de 

l’arginine 1613 (Arg1313) et de l’arginine 1648 (Arg1648). Si la protéase clivant en position 

1648 a été décrite comme étant la furine39,40, son identité reste malgré tout 

controversée41. Quoi qu’il en soit, ce clivage en fin de domaine B aboutit à la séparation de 

la chaine lourde (A1-a1-A2-a2-B) d’une part et de la chaine légère (a3-A3-C1-C2) d’autre 

part. Ces 2 chaines sont reliées de manière non covalente par les domaines A1 et A3, par 

l’intermédiaire d’ions métalliques divalents, notamment le calcium, le cuivre ou le 

manganèse42,43. Cependant, il semble que les ions cuivre présents dans molécule de FVIII 

jouent plutôt un rôle auxiliaire dans l’amélioration de l’activité cofacteur du FVIII, que 



 

 

 
INTRODUCTION 

 

  

19 

dans l’association de ses deux chaines44. C’est sous cette forme hétérodimérique inactive 

qu’est sécrété le FVIII et qu’il circule dans le plasma à environ 0,1 µg/mL. 

 

 

Figure 2. Clivage intracellulaire du FVIII. Dans le réticulum endoplasmique, la séquence signal 
est clivée et le polypeptide de 2332 aa est clivé au niveau des Arg1313 et Arg1648 dans l’appareil 
de Golgi. C’est également dans l’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 A1-a1-A2-a2-B) et une chaine légère (domaines a3-A3-C1-C2). Les deux chaines sont 
associées de manière 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 après sa sécrétion dans la circulation, le FVIII se fixe à sa protéine 

chaperonne, le vWF. Il a en effet été déterminé que 50% du FVIII est complexé au vWF en 

seulement 2 secondes45. De plus, il se fixe environ 50 molécules de vWF par molécule de 

FVIII et cette interaction est caractérisée par une forte affinité (entre 0.1 et 0.9 nM), mais 

également une dissociation très rapide (6,89.10-3 s-1)46. Cette interaction se fait via les 

deux extrémités de la chaine légère, à la position Tyr1680 préalablement sulfatée dans le 

Golgi47,48 et via le domaine C249,50. Le premier rôle 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’à proximité d’une lésion vasculaire jusqu’où il 

l’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 heures51. En revanche, chez les patients atteints de déficiences en vWF (maladie de 

Willebrand de type 3), elle est de 2,8 heures en moyenne52. 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 FVIII53. Cependant, le vWF circule en excès par rapport au FVIII, ce qui signifie 

que cet effet est vrai à faible dose de vWF54. 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 individus55. 

Enfin, nous verrons dans les chapitres suivants que le vWF joue également un rôle 

prépondérant quant à l’immunogénicité du FVIII. 

 

Rôle du FVIII 

Lorsqu’une brèche vasculaire apparait, elle expose le sous-endothélium et sa matrice de 

collagène à la circulation. Grâce à une vasoconstriction concomitante, les plaquettes sont 

ralenties et adhèrent à la matrice, s’agrègent et s’activent pour recruter encore plus de 

plaquettes et ainsi aboutir à la formation d’un clou plaquettaire. L’ensemble de ce 

processus correspond à l’hémostase primaire et donne lieu à la formation d’un clou 

hémostatique. Chez les patients hémophiles A, l’hémostase primaire est normale. 

Cependant, la présence de ce clou ne suffit pas à collapser la brèche pour une bonne 

coagulation. Il doit être solidifié pour être stabilisé et c’est à cette fin qu’est activée la 

cascade de la coagulation. 

La cascade de la coagulation consiste en l’activation séquentielle de zymogènes 

(précurseurs enzymatiques inactifs) par l’enzyme présente en amont dans la cascade. Ces 

enzymes, appelées « facteurs » sont des sérines protéases qui doivent être clivées pour 

devenir actives. Une fois actives, elles clivent à leur tour le facteur suivant grâce et leur 
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cofacteur glycoprotéique qui catalyse la réaction. La cascade de la coagulation débute de 

deux façons distinctes : par la voie extrinsèque et par la voie intrinsèque. 

La voie extrinsèque se déclenche via le facteur tissulaire (FT) exposé, en plus du collagène, 

lors de la lésion vasculaire. Ce FT active le Facteur VII présent dans le plasma en facteur 

VII activé (FVII → FVIIa). Le complexe FT-FVIIa active alors le Facteur X (FX → FXa). Le 

FXa génère un peu de FVa56 auquel il se lie pour former le complexe prothrombinase, clive 

la prothrombine et permet la génération des premières molécules de thrombine. Cette 

thrombine clive le FVIII au niveau de l’Arg372, l’Arg740 et l’Arg1689 avec pour conséquence 

son activation (FVIII → FVIIIa)57.  

 

 

Figure 3. Activation du FVIII. 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 légère (Arg1689) 
pour générer FVIII actif (FVIIIa). Les domaines a1 et A2 interagissent alors par des interactions 
faibles (││││││││││││││││), le FVIII 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 à 
droite : Structure cristallographique du FVIII (D’après van den Biggelaar et al., J. Biol. Chem., 
2015). 
 

En parallèle, la voie intrinsèque 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 à son tour le Facteur IX (FIX → FIXa). Le FIXa 

s’associe alors à son cofacteur, le FVIIIa en présence de calcium et de phosphatidylsérine 

(PS) des plaquettes activées pour former le complexe ténase. Ce dernier se lie alors à son 

substrat, le Facteur X pour l’activer (FX → FXa). Le FXa se trouve alors à la jonction des 2 

voies d’activation et son importante génération entraine la génération de thrombine. La 

thrombine transforme le fibrinogène en fibrine d’une part et active le Facteur XIII (FXIII 

→ FXIIIa), aboutissant à la stabilisation du caillot de fibrine par le FXIIIa58. Par ailleurs, la 

génération de thrombine sert également d’activation de voies d’amplification puisque la 

thrombine active le FVIII, nous l’avons  vu, mais également le FV ; tous deux nécessaires à 

sa propre production. 

 

 

Figure 4. Cascade de la coagulation. L’exposition du facteur tissulaire (FT) et du collagène 
déclenche simultanément la voie extrinsèque et la voie intrinsèque 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 génère 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 l’active (FVIII  FVIIIa). En parallèle, le facteur XII s’auto-active au contact du sous-
endothélium exposé (FXII  FXIIa) 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 fibrinogène en fibrine et active le 
facteur XIII (FXIII  FXIIIa) 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 rôle de maintien de l’homéostasie, notamment du 

cholestérol59. Or, il s’avère que LRP1 reconnait également le FVIII in vitro et permet sa 

dégradation intracellulaire60. Ainsi, in vivo une déficience en LRP1 se traduit par un temps 

de présence du FVIII dans le plasma 1,5 fois plus importante61. Selon le modèle proposé 

par Sarafanov et Saenko, le catabolisme du FVIII via LRP1 se ferait en deux étapes62,63. La 

première consiste en la fixation et l’accumulation de FVIII à la surface de la cellule après 

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 à cette reconnaissance 

du domaine C2 que le FVIII est endocyté et dégradé. Cette hypothèse est étayée in vivo par 

le fait que le blocage simultané des HSPG et de LRP1 aboutit à 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 modèles déficients 

en LRP1. Or, RAP n’est pas un antagoniste exclusif du LRP1, mais il inhibe l’ensemble des 

récepteurs aux lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein – LDL). On peut 

donc supposer que cette différence est due à 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 

vitro64 et ceux de Bovenschen et al. in vivo65.  

Il semble par ailleurs que le FVIII soit également reconnu par ses motifs post-

traductionnels. Ainsi, le domaine B du FVIII, très fortement N-glycosylé, est-il reconnu par 

l’Asialoglycoprotein Receptor (ASGPR), une lectine de type C66. 
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II. Traitements de l’Hémophilie A et options thérapeutiques 
 

1. Traitements actuels 
 

FVIII thérapeutiques 

A l’heure actuelle, le traitement des patients atteints d’hémophilie A consiste en l’injection 

intraveineuse de FVIII exogène 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 à la demande (à 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 l’apparition de symptômes tels que 

l’arthropathie, le FVIII thérapeutique est injecté 2 à 3 fois par semaine à faible dose, soit 

25 à 40 UI/kg67,68. En effet, l’objectif ici est de modifier le phénotype hémorragique de 

sévère à modéré, puisqu’il a été montré une protection contre les symptômes les plus 

lourds et donc une meilleure qualité de vie chez les patients hémophiles A modérés69,70. 

Cet effet protecteur contre les hémarthroses et autres saignements à 25 UI/kg a été 

confirmé chez des patients71. En revanche, l’adhésion du patient est critique pour obtenir 

une bonne observance du traitement, surtout chez les jeunes enfants, ce qui constitue une 

limite importante à cette stratégie et pose la question de l’âge de début de la 

prophylaxie72. En ce qui concerne la prise en charge à la demande, les protocoles sont plus 

variables selon l’intensité du saignement mais les taux de FVIII à atteindre sont beaucoup 

plus importants (40-100% d’activité normale du FVIII)67. 

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 

génétique (recombinant - rFVIII). Le pdFVIII est un FVIII précipité puis purifié par 

chromatographie à partir d’un mélange de plasma de donneurs sains73. Depuis les années 

1980 et le scandale du sang contaminé, au cours duquel 60 à 70% des patients hémophiles 

ont été contaminés par le virus du SIDA (VIH) et celui de l’hépatite C (VHC), les pdFVIII 

subissent également des étapes d’inactivations virales et le risque infectieux à quasiment 

disparu74. Une attention particulière doit cependant être portée sur la transmission de 

maladies à prion comme la maladie de Creutzfeldt–Jakob75. Par ailleurs, 98 à 99% des 
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protéines présentes dans les préparations de pdFVIII correspondent à d’autres protéines 

purifiées avec le FVIII telles que le vWF, l’albumine ou la fibronectine76. Cela pose 

problème quant à l’immunogénicité de ces préparations77. L’ensemble de ces limitations 

a favorisé l’essor de la production de FVIII recombinants. Ces FVIII sont synthétisés à 

partir de la séquence ADN de deux donneurs78 et produits dans des lignées cellulaires de 

hamster. Baxter/Shire utilise des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) pour produire 

l’Advate®, tandis que Bayer et CSL-Behring utilisent des cellules BHK (Baby Hamster 

Kidney) pour le Kogenate® et l’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)79. 

 

Thérapies sans FVIII 

Cependant, le FVIII, de par sa taille, reste difficile et donc couteux à produire. C’est une 

des raisons pour laquelle d’autres axes de recherche alternatifs à l’utilisation de FVIII ont 

été développés.  

Le premier d’entre eux vise à court-circuiter le FVIII dans la cascade de la coagulation 

(« by-passing agents »). On trouve ainsi l’utilisation de FVIIa, qui permet la génération de 

thrombine par la voie extrinsèque80, ou encore de concentrés de protéines du complexe 

prothrombinique activé (activated Prothrombin Complex Concentrates – aPCC)81. Les 

aPCC, dont le FEIBA® de Baxter est le seul commercialisé, comprennent toutes les 

enzymes et cofacteurs nécessaires à la génération de thrombine (prothrombine, FVIIa, le 

FIXa, le FXa…). 

La deuxième 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 FVIII57,82. C’est pourquoi plusieurs molécules comme l’inhibiteur de la protéine C 

(protein C inhibitor -PCI) et l’α1-antitrypsin (α1AT) sont utilisées afin de favoriser la 

coagulation83,84. De façon similaire, la kinase Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) 

régule la coagulation en inhibant non seulement le FXa, mais également le complexe TF-

FVIIa85. C’est pourquoi cette molécule a été choisie comme cible pour être inhibée par un 
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anticorps monoclonal, le Concizumab®86. Cet anticorps inhibe la liaison du TFPI au FXa et 

empêche également l’inhibition du complexe FT-FVIIa, permettant ainsi le rétablissement 

de la coagulation87,88. L’antithrombine (AT) elle, exerce son effet anticoagulant en 

inhibant la thrombine et dans une moindre mesure le FIXa89. Ainsi, le Fitusiran®, un petit 

ARN interférant (small interfering RNA – siRNA) développé par Alnylam, inhibe la 

traduction de l’ARNm codant l’AT et favorise donc la coagulation90. 

 

 

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-FVIIa. Le 
Concizumab® est un anticorps anti-TFPI monoclonal thérapeutique qui inhibe la liaison du TFPI à 
ces cibles. De même, l’antithrombine (AT) inhibe le complexe FT-FVIIa et dans une moindre 
mesure le FXa. Le Fitusiran® est un petit ARN interférant qui inhibe la synthèse de l’AT. Enfin, la 
protéine C activée (aPC) inactive le FVa et le FVIIIa. L’inhibiteur de la protéine C (PCI) et l’α1-
antitrypsin (α1AT) inhibent l’action de l’aPC. 

 
 

2. Nouvelles stratégies 
 

Si les patients hémophiles sont à 87% « satisfaits / plutôt satisfaits » de leur traitement 

actuel, 55% d’entre eux espèrent que les nouveaux traitements leur permettront de 

diminuer la fréquence des injections91. Cette étude, menée sur plus de 1 000 patients 
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hémophiles (dont 85 % atteints d’hémophilie A) entre janvier 2015 et août 2016 est très 

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, problème d’accès aux veines, stockage, flexibilité de gestion du 

traitement…) et ensuite la sécurité du traitement (absence d’effets secondaires, peur de 

l’apparition d’une réponse immunitaire…). A noter que cette étude a été faite en 

Allemagne, Suisse et Autriche, pays où l’accès 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 à plus de 50 000€/an/patient92,93, ne constitue une 

attente que pour 5% des patients interrogés. 

 

FVIII à longue durée de vie 

En réponse à ces attentes et ainsi augmenter l’adhésion aux traitements, de nouveaux 

traitements ont été développés. La première évolution a été la mise sur le marché de FVIII 

à 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 première 

d’entre elles consiste à fusionner la région constante (partie Fc) de l’IgG humaine à 

l’extrémité C-terminale du FVIII. Les IgG circulent en effet pendant environ 3 semaines 

dans le corps, notamment grâce à leur liaison au récepteur Fc néonatal (FcRn) qui les 

protège de la dégradation lysosomale94. La fusion de la partie Fc vise donc à utiliser ce 

processus biologique afin de préserver le FVIII de la dégradation et ainsi augmenter sa 

demi-vie. Ainsi, l’Eloctate® développé par Bioverativ montre-t-il une demi-vie 1,5 fois plus 

longue qu’un BDD normal95. Ce produit a d’ailleurs fait l’objet d’un essai clinique de phase 

III (Numéro ClinicalTrials.gov : NCT01454739) qui semble valider son effet et son 

innocuité à long terme96. 

La seconde stratégie pour allonger la demi-vie du FVIII thérapeutique repose sur sa 

PEGylation, qui consiste en la liaison au FVIII de polymères de polyéthylène 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 

l’endocytose par les cellules « scavenger » comme les macrophages ou les cellules 
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endothéliales97. Cela résulte donc en une augmentation de la demi-vie, de 1,6 fois dans le 

cas du FVIII98. A nouveau, des essais cliniques de l’Adinovate® de Shire (Numéro 

ClinicalTrials.gov : NCT01736475) ou du N8-GP de NovoNordisk ont confirmé 

l’allongement de la demi-vie et la sureté des produits99. 

Par ailleurs, d’autres stratégies sont actuellement en développement pour augmenter la 

demi-vie du FVIII, comme par exemple la synthèse d’un FVIII monocaténaire (single-chain 

FVIII – scFVIII) avec une affinité environ deux fois supérieure pour le vWF que le FVIII, in 

vivo100. Cependant, l’amélioration de demi-vie obtenue est pour l’instant plus faible 

qu’avec les stratégies précédemment citées, puisqu’elle est de l’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 à 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 l’avons vu, en l’absence de 

vWF, la demi-vie du FVIII est presque 6 fois plus courte. Ainsi, le facteur limitant 

l’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 à celle du 

FIX102–104. 
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Figure 6. FVIII à longue durée de vie et essais cliniques correspondants. D’après Mancuso et 
Santagostino, J. Clin. Med., 2017 
 

Emicizumab 

Une nouvelle molécule est, elle, déjà approuvée par l’agence américaine en charge des 

médicaments (Food and Drugs Administration – FDA) sous le nom d’Hemlibra® 

(Roche)105. Cette molécule, l’Emicizumab, remplace le FVIII sans pour autant être du FVIII. 

Il s’agit en effet d’un anticorps bispécifique, qui reconnait avec l’un de ses fragments de 

liaison à l’antigène (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 à l’enzyme (le FIXa) d’activer son substrat (le FX) sans l’intervention de 

FVIII107. Le premier essai clinique mené chez l’homme a montré une demi-vie de 4 à 5 

semaines après une injection sous-cutanée d’Emicizumab108. 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 patients109. 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, particulièrement lorsqu’il est donné en prophylaxie110. Cependant, des 

micro-angiopathies thrombotiques ont été décrites chez certains patients traités en 

parallèle avec des aPCC. Cela est probablement dû 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 l’Emicizumab et entrainant donc des symptômes 

thrombotiques111. Ainsi, il est recommandé d’éviter de traiter les patients avec des aPCC 

lorsqu’ils utilisent l’Emicizumab en prophylaxie. Il est plutôt conseillé de privilégier du 

FVIIa pour lequel aucune thrombose n’a été décrite112.  

Par ailleurs, la particularité de cette très élégante stratégie requiert une attention 

particulière quant à son monitorage. En effet, l’Emicizumab est très 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 à 10 à 15% de l’activité 

hémostatique normale du FVIII113, la plus faible affinité de l’anticorps bispécifique pour 

ses ligands entraine la formation de moins de complexe ténase que pour une 

concentration en FVIII équivalente114. Enfin, le FVIII nécessite une activation préalable 

pour jouer son rôle de cofacteur et peut être inactivé (par l’aPC notamment) alors que 

l’Emicizumab n’est sensible à aucun de ces mécanismes de régulation. 

 

 

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

Enfin, la troisième stratégie a pour objectif de guérir l’hémophilie A. Il s’agit de la thérapie 

génique. Cette stratégie vise à incorporer dans les cellules du patient une version saine du 

gène provoquant la maladie, permettant théoriquement une cure du patient. Le caractère 

monogénique de l’hémophilie (causée par un seul gène) et le fait qu’une faible 

augmentation de l’activité pro-coagulante permette une nette amélioration du phénotype 

hémorragique font de l’hémophilie un candidat idéal à la thérapie génique, comme en 

témoignent les avancées majeures obtenues pour l’hémophilie B115,116. En ce qui concerne 

l’hémophilie A, les contraintes sont plus importantes puisqu’il se rajoute, aux difficultés 

intrinsèques à la thérapie génique (expression du transgène, immunogénicité…), la très 

grande taille du gène F8 et de son transcrit. Les éléments essentiels à prendre en compte 

sont donc : le vecteur utilisé, le tissu cible et le gène du FVIII. 

Ainsi la recherche sur les vecteurs viraux nécessaires au transport du gène et à son 

intégration, a-t-elle été fondamentale au développement de la thérapie génique pour 

l’hémophilie A. Les vecteurs sont des acides nucléiques viraux (ADN ou ARN) qui sont 

utilisés pour tirer avantage de la capacité naturelle des virus à infecter une cellule cible et 

à utiliser la machinerie cellulaire pour leur propre réplication. Ainsi, les vecteurs les plus 

couramment utilisés sont les lentivirus (génome à ARN) et les AAV (Adeno-Associated 

Virus, génome à ADN). Si les lentivirus semblent plus adaptés pour l’hémophilie A car de 

plus grands gènes peuvent y être insérés117, les AAV ont l’avantage d’être moins 

immunogènes et non intégratifs, limitant ainsi le risque de mutation intégrationnelle118. 

En effet, l’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 à partir des nombreux sérotypes existants 

naturellement, offrant ainsi aux chercheurs une boite à outils d’AAV très diverse119. Par 

ailleurs, les différents AAV présentent des tropismes pour certains organes et vont donc 

permettre une expression préférentiellement dans ceux-ci120.  

C’est également par le choix du promoteur du gène d’intérêt 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 être choisi pour sa 
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spécificité d’expression (exprimé dans un certain type cellulaire ou tissu) ou pour sa 

« force » (sa capacité à promouvoir l’expression du gène qui le suit). 

En parallèle, le gène du FVIII a lui aussi subi un grand nombre d’améliorations. Non 

seulement pour en diminuer la taille (utilisation d’un gène codant un FVIII BDD), mais 

également pour augmenter son taux de synthèse par exemple en faisant de la codon-

optimisation. La codon-optimisation consiste en effet à choisir les codons pour lesquels 

les ARN de transfert (ARNt) sont les plus fréquents chez l’hôte et ainsi permettre une 

augmentation du taux de traduction121. 

L’ensemble de ces développements a permis le lancement de plusieurs essais cliniques 

qui n’ont pas permis d’aboutir à une correction phénotypique à long terme121. Cependant, 

un nouvel essai clinique de thérapie génique a été lancé en aout 2015 (Numéro 

ClinicalTrials.gov : NCT02576795). Cet essai de phases I/II vise à évaluer l’efficacité du 

Valoctocogene Roxaparvovec® (BMN 270 - Biomarin Pharmaceutical Inc.), une thérapie 

AAV5 codant pour un FVIII BDD codon-optimisé, sous le contrôle d’un promoteur 

spécifique du foie122. Si les résultats finals sont attendus pour 2022, des résultats 

préliminaires sont déjà 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 l’activité normale, entre 5 et 16 semaines 

post-injection123. Après 20 semaines, les taux de FVIII sont supérieurs à 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, l’augmentation d’ALAT s’est accompagnée d’une 

diminution de l’activité du FVIII, ce qui a été résolu par l’utilisation de glucocorticoïdes124. 

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 à la préexistence, chez 15 à 20% 

de la population, d’anticorps anti-AAV125 à des doses qui, bien que faibles, bloquent 

complètement la transduction des AAV126. Chez les patients hémophiles, ces titres 

d’anticorps sont encore plus élevés et atteignent 43,5% des patients pour certains 

sérotypes127. En effet, il a été montré que des cellules de l’immunité innée reconnaissent 

l’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 dès la huitième semaine post-injection124. 

De nombreuses stratégies pour surmonter cette difficulté sont imaginées, notamment 

l’utilisation d’immunosuppresseurs, mais toutes présentent des inconvénients126. La 

thérapie génique est donc, dans le cadre de l’hémophilie A, très prometteuse, sans pour 

autant pouvoir proposer une solution à court terme pour l’ensemble des patients. 

 

 

Le premier projet de cette thèse vise à 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 à 

l’heure actuelle est l’apparition d’une réponse immunitaire anti-FVIII. En effet, chez 25 à 

30% des patients hémophiles A sévères traités avec du FVIII thérapeutique, on constate 

l’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 à une impasse thérapeutique. Il est intéressant de noter que l’on constate également 

le développement d’inhibiteurs chez 7% des patients atteints d’une hémophilie A non 

sévère après 50 jours d’exposition131. 

L’apparition d’inhibiteurs est donc redoutée par les cliniciens car elle représente, nous 

l’avons vu, une impasse thérapeutique, mais elle constitue aussi la 3e préoccupation 

majeure des patients91. En effet, en plus de voir leur qualité de vie se dégrader, leur taux 

de mortalité a longtemps augmenté, allant jusqu’à doubler avant 1992132. Aujourd’hui, si 

le taux de morbidité est toujours augmenté, l’apparition d’inhibiteurs ne semble plus 

significativement augmenter la mortalité. Cela se fait cependant au prix d’un triplement 

du coût de prise en charge, avec un coût en 2003 dépassant les 200 000 euros par an et 

par patient92. 
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L’identification des facteurs et la compréhension des mécanismes menant à l’apparition 

d’inhibiteurs est indispensable pour, à 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 l’apparition d’une réponse immunitaire anti-

FVIII. Ces facteurs ont été classés en deux catégories : les facteurs liés aux patients 

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

 

2. Facteurs de risques intrinsèques aux patients 
 

Le fait que de si nombreuses mutations du gène codant le FVIII aient été décrites peut 

s’expliquer par la localisation du gène F8. Celui-ci se situe dans une région constituée de 

nombreuses séquences répétées, ce qui se traduit par un important taux de 

mutations (3,4.10-5 mutations/division cellulaire pour F8 vs 1.10-6 

mutations/gène/division cellulaire en moyenne)133. Ainsi, le facteur génétique apparait 

comme évident, d’autant plus si l’on considère que les patients avec un antécédent familial 

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

 

Anomalies du gène codant le FVIII 

Le type de mutation responsable de l’hémophilie A a été identifié comme facteur de 

risque. Les patients ayant une large délétion du gène F8 ou une mutation non-sens ont 

plus de risque de développer des inhibiteurs que ceux porteurs d’une inversion de l’intron 

2222. De même, les patients hémophiles A sévères sont 6 fois plus nombreux (30% vs 5%) 

que les hémophiles A modérés à développer des inhibiteurs135. Cependant, il existe des 

patients dits « CRM négatifs » (Cross-Reacting Material) qui n’ont pas d’antigène FVIII 

détectable dans le plasma. On pourrait alors s’attendre à ce que la tolérance centrale au 

FVIII soit impossible et que pour le système 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 l’intron 22 qui développent des 

inhibiteurs, malgré leur phénotype CRM-négatif136. Ce genre d’observation amène à 

penser que si la mutation du gène F8 est très importante, voire prépondérante dans le 

développement d’inhibiteurs, elle est néanmoins insuffisante à l’expliquer137.  
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Autres gènes 

Des études chez le patient ont permis d’identifier certains allèles du complexe majeur 

d'histocompatibilité de classe II (CMH II) nommés HLA (human leukocyte antigen) 

comme facteur de risque138,139. Ces observations ont par la suite été confirmées in 

silico140,141 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.  

Parallèlement, de nombreux autres polymorphismes ont été décrits comme ayant un rôle 

dans le développement ou la protection contre les inhibiteurs. Il s’agit de polymorphismes 

dans des gènes codant pour des protéines de l’immunité. On trouve notamment des gènes 

codant des interleukines (IL), telles que l’IL-1α, l’IL-1β, l’IL-2 ou l’IL-12142. Cependant, 

l’identification de facteurs de risque/de protection se heurte aux faibles effectifs des 

cohortes de patients hémophiles A et d’autres études nuancent ces résultats134,143. Mais le 

polymorphisme le plus couramment décrit est celui dans le promoteur du gène codant 

l’IL-10137,144. Cela peut s’expliquer par le fait que l’IL-10 est un médiateur immunitaire 

crucial, notamment pour la prolifération des lymphocytes T (LT) régulateurs (Treg), 

cellules essentielles à la régulation de la réponse immunitaire145. Des polymorphismes 

dans les promoteurs des gènes codant pour le TNFα (Tumor Necrosis Factor α), CTLA-4 

(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et l’hème oxygénase (HOX-1) ont également été 

identifiés146–148. Enfin, il a été récemment montré que le groupe sanguin O est associé à 

une diminution du risque d’approximativement deux fois, bien que les raisons de cette 

protection restent peu claires149. 

 

Ethnie 

D’autres facteurs liés au patient ont également été décrits. Parmi eux, l’ethnie d’origine 

joue un rôle dans la probabilité de développer des inhibiteurs. En effet, il semble que les 

patients non caucasiens (hispaniques, africains, asiatiques, indiens) aient jusqu’à 5 fois 

plus de risque de développer des inhibiteurs150–154. Cela peut être relié aux séquences 

ADN (de deux donneurs caucasiens) à partir desquelles les FVIII recombinants ont été 

clonés155, ou à la différente répartition des allèles HLA selon les ethnies. Cependant, cette 

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

Si l’étude de cohortes et de familles avec un historique d’inhibiteurs a permis de confirmer 

la forte implication de l’aspect génétique, seule la mutation de F8 ou les antécédents 

semblent systématiquement déterminants quant à l’apparition d’inhibiteurs. Ainsi, il 

semble clair désormais que l’apparition de ces anticorps est liée à une interaction 

complexe entre des facteurs intrinsèques au patient et à des facteurs qui lui sont externes. 

Ces facteurs regroupent l’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 première chose à prendre en compte pour monter des études sur les facteurs de risque 

indépendants du patient est de distinguer ceux ayant déjà reçu 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 

analyses157.  

 

Le FVIII lui-même 

La molécule de FVIII elle-même 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 à la reconnaissance des pathogènes, 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 l’endocytose du FVIII par des cellules dendritiques 

dérivées de monocytes humains (MO-DC) via le récepteur CD206 in vitro158,159. De même, 

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 LT160. In vivo, le domaine C1 joue également un rôle dans 

l’immunogénicité du FVIII puisque la triple mutation R2090A/K2092A/F2093A réduit 

l’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 

immunitaires163,164. Dès 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 après injection de FVIII thérapeutique puisse constituer un signal de co-

stimulation qui, ajouté à une reconnaissance du FVIII par les cellules immunitaires, 

engendre le développement de la réponse immunitaire165. Cependant, une autre étude 

visant à étudier l’influence de l’explosion de génération de thrombine sur le 

développement d’inhibiteurs a remis en cause ces résultats. En effet, dans cette étude, ni 

l’injection d’un FVIII sans activité, ni le blocage du FT, ni le blocage de l’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 souris166. 

 

Intensité du traitement 

Si certaines études montrent que l’âge au moment de la première injection de FVIII peut 

constituer un facteur de risque, cela reste à confirmer. En effet, la majorité des études sont 

rétrospectives et se fondent sur l’âge de la première détection d’inhibiteurs, qui peut 

différer du moment de leur apparition. De plus, d’autres études semblent contredire ces 

résultats167. En revanche, une étude s’attachant à l’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 âge lors de la 

première injection et le développement d’inhibiteurs décrit parfois, est probablement 

surtout dépendant de la dose de FVIII injecté168. Ces résultats confirment une observation 

similaire faite chez des patients hémophiles A modérés169 et ont depuis été confirmés chez 

des hémophiles A sévères170. Cela peut être relié à la « théorie du danger » développée 

par Matzinger171,172, selon laquelle la réponse immunitaire ne se déclenche qu’en 
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présence de signaux de danger, en plus de l’antigène. Cette théorie est supportée par 

l’observation que l’injection de protéines exogènes 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’évènements hémorragiques aigus 

sont ceux qui reçoivent des fortes doses de FVIII thérapeutiques (en péri-opératoire par 

exemple) et sont également les plus susceptibles de développer de l’inflammation (suite 

à l’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 l’observation selon laquelle les patients atteints 

d’hémophilie A sont ont un statut plus pro-inflammatoire que des sujets sains174. 

 

 

Figure 8. Représentation schématique de la théorie du danger. Lorsqu’un antigène (triangle) 
est reconnu par une cellule présentatrice d’antigène (APC) sans signal de danger (schéma du 
haut), la présentation des peptides au LT (T-cell) mène à son anergie. Lorsqu’un signal de danger 
(rond) est également fixé par l’APC en plus de l’antigène (schéma du bas), la présentation au LT 
mène à son activation. D’après Lövgren, Haemophilia, 2016. 
 

Traitement prophylactique ou à 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 UI/kg)152. 

Ces mêmes études ont également comparé l’utilisation de FVIII thérapeutique en 

prophylaxie ou à la demande. S’il a été montré que le traitement prophylactique diminue 
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le risque d’apparition des inhibiteurs de 60%167,168,175,176, les 20 premiers jours de 

traitement sont néanmoins autant à risque que lors du traitement à la demande177. Ces 

observations concordent avec la théorie de la discontinuité développée par Pradeu en 

2013178. Cette théorie immunologique est fondée sur l’observation des cellules Natural 

Killer (NK). Ces cellules réagissent à l’absence d’un récepteur constitutivement présent 

(le 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 I, les cellules 

NK s’adaptent et ne s’activent plus. Ainsi Pradeu conclut-il que les cellules NK détectent 

plutôt 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 l’antigène au cours du temps. 

L’immunogénicité est donc ici définie comme la discontinuité antigénique et n’est plus 

exclusivement une propriété intrinsèque d’une molécule.  

 

 

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

En appliquant cette théorie au traitement des patients hémophiles A sévères, le panneau 

du haut de cette figure représente l’injection d’une faible dose de FVIII à 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 à 
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la demande. Selon la théorie de la discontinuité, cela aboutit à une très forte et durable 

réponse immunitaire, avec pour conséquence la synthèse d’inhibiteurs.  

Cependant, un essai clinique nommé EPIC (Early Prophylaxis Immunologic Challenge), 

lancé en 2011 et visant à évaluer l’effet de la prophylaxie dans un contexte sans signaux 

de danger, sur le développement d’inhibiteurs a dû être arrêté prématurément suite à 

l’apparition d’inhibiteurs chez plus de 40% des patients179. 

 

Changement de produit 

Enfin, la dernière variable liée au traitement est la source du FVIII thérapeutique. En effet, 

l’influence du pdFVIII ou du rFVIII quant à l’apparition d’inhibiteurs est l’un des débats 

les plus récurrents dans la communauté scientifique180,181. 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 à ceux traités avec du pdFVIII182. Bien 

que cela ait été confirmé quelques années plus tard183, les études regroupées dans cette 

revue sont très hétérogènes 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 l’étude, 

fréquence de détection des inhibiteurs…), la différence s’atténue185. Une nouvelle revue 

de 25 études prospectives pour un total de 800 patients ne trouve aucune différence entre 

les 2 sources de FVIII186. L’année suivante, des résultats d’une étude menée sur 574 PUPs 

conclut à une absence de différence entre rFVIII et pdFVIII et un risque identique en cas 

de changement de produit187. Finalement, l’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 

rFVIII188. 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 l’immunogénicité du FVIII 

thérapeutique. De plus, les autres protéines présentes dans les préparations de pdFVIII, 

notamment le vWF, pourraient également jouer un rôle protecteur en réduisant 

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

En conclusion, il est très difficile d’identifier un ou plusieurs risque(s) qui pourrai(en)t 

favoriser l’apparition d’inhibiteurs. L’apparition de cette réponse immunitaire semble 

être 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 systématiquement187. Pour ne pas rester face à ce constat 

peu prédictif, les membres de l’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 modèle de régression multivariée, prend en compte les 

3 facteurs de risques les plus décrits dans cette cohorte, à savoir l’historique familial, la 
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mutation de F8 et la dose de FVIII à la première injection. Il associe respectivement 2, 2 et 

3 points à chacun des facteurs, lorsqu’il est présent ou à 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 ». 

 

 

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 critères reconnus pour influencer l’apparition d’inhibiteurs, vise à permettre une 
individualisation de la prise en charge en fonction du score. D’après Ter Avest, J. Thromb. 
Haemost., 2008. 
 

Ce score a été ensuite confronté à une cohorte et a donné des résultats très probants. Par 

ailleurs, ce score présente l’avantage de pouvoir être utilisé en clinique même si l’un des 

critères n’est pas connu. De plus, il est voué à évoluer au fur et à mesure de la validation 

de nouveaux facteurs de risque. 

 

4. Réponse immunitaire 
 

Du point de vue immunologique, qu’il soit endogène ou thérapeutique, le FVIII ne devrait 

théoriquement pas induire une réponse du système immunitaire. En effet, dans le premier 

cas, le FVIII est une protéine synthétisée par l’hôte, il participe à la sélection thymique et 

à l’élimination des lymphocytes auto-réactifs (cf. paragraphe sur les LT). Dans le second 

cas, l’apparition d’une réponse immunitaire dirigée contre le FVIII thérapeutique est 

relativement surprenante car le FVIII est injecté par voie intraveineuse (décrite comme 

peu immunogène)190, à faible dose et sans adjuvant. Malgré tout, le FVIII est reconnu par 

le système immunitaire dans trois situations : 
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La première d’entres elle est physiologique. En effet, des anticorps anti-FVIII naturels ont 

été détectés dès 1992 chez 17% de donneurs sains191. Ces immunoglobulines (Ig) de 

classe G (IgG) sont le reflet d’une reconnaissance du FVIII endogène par le système 

immunitaire. En effet, ces donneurs ont des niveaux normaux de FVIII, mais également 

des anticorps qui inhibent l’activité pro-coagulante du FVIII. De plus, les titres inhibiteurs 

déterminés pour chacun des patients ne corrèlent pas avec la quantité d’IgG anti-FVIII 

déterminée par ELISA. Cela laisse donc supposer que les anticorps anti-FVIII 

comprennent à 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 IgG4193. Ainsi, le FVIII n’est-il pas invisible 

pour le système immunitaire des individus sains ; il est toléré. Cette tolérance à une 

molécule du Soi repose sur un fragile équilibre entre reconnaissance par le système 

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 l’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 FVIII.  

Lorsque l’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 l’apparition 

spontanée d’auto-anticorps (anticorps dirigés contre le FVIII endogène) déclenche des 

symptômes hémorragiques. On parle alors d’hémophilie A acquise. L’apparition de ces 

auto-anticorps est soit idiopathique, soit associée, dans 40 à 50% des cas, à une autre 

maladie (maladie auto-immune, tumeur, allergie à un traitement). Elle peut également 

être liée à la période de post-partum195,196. L’utilisation de pools thérapeutiques d’IgG de 

donneurs sains (Immunoglobulines intraveineuses - IgIV) a montré des effets bénéfiques 

lorsqu’ils ont été utilisés chez ces patients197. Un mécanisme proposé était l’effet 

protecteur des anticorps anti-idiotypiques naturels contenus dans les IgIV198,199.  

L’autre situation pathologique dans laquelle on déplore l’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 FVIII168,200. De manière générale, les anticorps 

anti-FVIII appartiennent aux sous-classes 1 et 4 (IgG1 et IgG4)193,200,201, même si ces sous-

classes ne représentent que 5% des IgG dans un plasma normal202. Une partie de ces 

anticorps neutralise l’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 IgG4193 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 

l’activité pro-coagulante ont été avancés, notamment l’encombrement stérique qui 

empêche la liaison du FVIII avec ses partenaires de la cascade de la coagulation (FIXa, FX, 

thrombine, phospholipides, vWF…), l’augmentation de clairance des complexes immuns 

formés ou l’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 C2209,210. Cependant, d’autres sites ont été identifiés, sur la 

chaine légère du FVIII (interférant avec les sites de fixation à la protéine C activée ou au 

FIX)211–213 et sur la chaine lourde214. De plus, la spécificité des épitopes peut évoluer au 

cours du temps chez un même patient215. Pour mesurer cette capacité inhibitrice des 

anticorps anti-FVIII, une variante de la méthode Bethesda216 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 à l’inhibition de 50% de l’activité FVIII d’un donneur sain 

après 2h d’incubation à 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 à 0,6 UB/mL. Parmi ces 

patients, on distingue des patients « faibles répondeurs » (<5 UB/mL) et « forts 

répondeurs » (>5 UB/mL)9,218. La différence entre ces patients est que les premiers 

gardent un faible titre après plusieurs injections de FVIII, tandis que le titre inhibiteur des 

forts répondeurs continue d’augmenter au fur et à mesure des injections (réponse 

anamnestique)219. 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 être privilégiées. 

 

Description générale de la réponse anti-FVIII thérapeutique 

La réponse contre le FVIII thérapeutique se déroule comme une réponse immunitaire 

classique contre un antigène exogène192. Lors de la première rencontre entre le système 

immunitaire et le FVIII se déclenche une réponse dite « primaire ». La première étape de 

celle-ci est la reconnaissance du FVIII thérapeutique circulant par des cellules 

présentatrices d’antigène (CPA). Le FVIII est endocyté par ces CPA via la voie endosomale 

et clivé en peptides de 13 à 18 aa. Ces peptides sont ensuite chargés sur des molécules de 

CMH II, constituant ainsi un complexe CMH/peptide. Suite à cet apprêtement du FVIII, le 

complexe est exprimé à la surface des CPA et reconnu par le récepteur des LT CD4+ naïfs 

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 où il 

entre en contact avec un lymphocyte B (LB). Ce LB naïf, qui exprime un BCR (B Cell 

Receptor) spécifique du FVIII, aura préalablement reconnu le FVIII via son BCR et l’aura 

également apprêté et présenté sur son CMH II. Il interagit ainsi avec le LT activé, 

permettant l’activation subséquente du LB naïf. Le LB actif prolifère alors et se différencie, 

soit en LB mémoire, soit en plasmocytes. Ces derniers sont les cellules productrices des 

anticorps anti-FVIII. 

De leur côté, 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 très 

forte affinité pour l’antigène, en l’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 première 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 très bien décrit192,221,222, certains éléments, 

notamment dans les étapes précoces de cette réponse, restent jusqu’à aujourd’hui, peu 

connus. 
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Figure 12. Réponse immunitaire anti-FVIII. La réponse anti-FVIII est une réponse immunitaire 
classique contre un antigène T-dépendant. Elle débute par l’endocytose du FVIII par les cellules 
présentatrices d’antigène (CPA), au sein desquelles le FVIII est apprêté 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+ naïf qui, suite à l’interaction des molécules de co-stimulation CD40 (violet)-CD40L 
(gris) et CD80/86 (jaune)-CD28 (orange), s’active. Il migre ensuite dans la rate où il active à son 
tour un LB naïf ayant un BCR spécifique du FVIII. Le LB s’active via la même synapse 
immunologique qu’entre la CPA et le LT et se différencie, soit en plasmocyte qui sécrète des 
inhibiteurs (IgG anti-FVIII), soit en LB mémoire qui, après l’hypermutation somatique et la 
commutation de classe, exprimera un BCR de forte affinité pour le FVIII. Lors d’une nouvelle 
exposition au FVIII, ces LB mémoires peuvent jouer le rôle de CPA en reconnaissant le FVIII via 
leur BCR de forte affinité. Il peut alors le présenter à un LT et se différencier en plasmocyte 
sécréteur d’anticorps de forte affinité. 
 

Endocytose et apprêtement du FVIII 

La première étape, essentielle au développement d’une réponse immunitaire est la 

rencontre entre les CPA et l’antigène, suivie par l’internalisation de ce dernier. Dans le cas 

du FVIII, 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 lymphoïdes secondaires. De plus, les cellules présentant le 

FVIII n’ont pas été identifiées. 
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En effet, concernant les CPA impliquées dans l’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 rôle 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 antigène, elles deviennent matures, perdent leur capacité 

d’internalisation et commencent le processus d’apprêtement 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 modèles de DC 

a par la suite été confirmée par d’autres équipes161,224. Les macrophages quant à eux sont 

issus de monocytes qui migrent dans un tissu et se différencient en macrophages 

résidents spécifiques de ce tissu. Ils possèdent une grande capacité de phagocytose qui 

leur permet de jouer un rôle fondamental, notamment dans l’élimination des débris 

cellulaires et des pathogènes225. 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 FVIII, notamment Siglec 5226 et LRP-1227. Enfin, la déplétion 

des macrophages et des cellules dendritiques conduit à une diminution significative de la 

réponse anti-FVIII. Malgré cela, l’importance pour l’induction par les macrophages de la 

réponse immunitaire anti-FVIII de l’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 dès lors permettre aux LB mémoires 

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

 

CD206 et récepteurs d’endocytose 

L’endocytose est une étape clé de la mise en place de la réponse immunitaire anti-FVIII. 

Ainsi, elle fait l’objet de nombreuses études afin d’identifier les facteurs qui la contrôlent. 

Jusqu’à 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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l’inhibition des récepteurs sensibles aux mannoses permet la diminution de 50% de 

l’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 endogènes, dans la 

présentation antigénique et dans l’activation cellulaire a également été décrite229. Malgré 

tout, l’existence d’une endocytose résiduelle implique l’existence d’autres récepteurs 

d’endocytose du FVIII. De plus, le rôle du CD206 vis-à-vis du FVIII doit être confirmé, 

notamment in vivo. 

Par ailleurs, l’utilisation d’un anticorps monoclonal dirigé contre le domaine C2 (BO2C11) 

a permis de démontrer l’implication de ce domaine dans l’endocytose du FVIII in vitro, 

mais pas in vivo160,230. De façon similaire, l’utilisation d’un autre anticorps monoclonal, 

Km33, dirigé contre le domaine C1 du FVIII inhibe l’endocytose du FVIII par des DC 

murines et humaines in vitro. De plus, la co-injection de Km33 et du FVIII à des souris 

déficientes en FVIII réduit l’immunogénicité du FVIII161. 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 rôle dans le 

déclenchement de la réponse immunitaire231. 

 

vWF et endocytose 

Si les cellules et le(s) récepteur(s) permettant l’endocytose n’ont pas été clairement 

identifiés, il a été démontré que le vWF protège le FVIII d’une reconnaissance par les CPA. 

En effet, il a été montré in vitro que le vWF diminue l’endocytose du FVIII par les MO-DC, 

menant à une diminution de la capacité de ces cellules à activer des LT CD4+ 158. In vivo, il 

a été confirmé que la co-administration de FVIII et de vWF permet de réduire les taux 

d’inhibiteurs synthétisés par des souris hémophiles232–234. Ces résultats sont corroborés 

par une étude très récente, utilisant un FVIII modifié, possédant un nanobody (anticorps 

simple chaine) dirigé contre le vWF à la place du domaine B235. Ce FVIII possède 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, l’augmentation de l’affinité pour le vWF endogène diminue 
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l’immunogénicité du FVIII thérapeutique, confirme l’importance du rôle protecteur du 

vWF. De plus, la comparaison in vivo entre pdFVIII et rFVIII montre que, si le pdFVIII 

active plus les CPA que le rFVIII, il diminue en revanche la production d’inhibiteurs236. 

Cependant, si le vWF protège le FVIII d’une reconnaissance par certains récepteurs, il est 

possible que le vWF soit, lui, reconnu par d’autres récepteurs, déclenchant l’endocytose 

du complexe vWF/FVIII et une éventuelle présentation de peptides du FVIII. Certains 

récepteurs liant le FVIII et le vWF, voire même permettant leur dégradation, ont d’ailleurs 

été identifiés237,238. Parmi eux, on trouve CLEC4M, un récepteur de la famille des 

lectines239 et Siglec-5226. Très récemment, une étude in vivo a identifié le récepteur 

Stabiline-2 comme jouant un rôle 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 manière 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 mêmes 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 à la Stabiline-2 

et induit une diminution du taux d’anticorps anti-FVIII.  
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Figure 13. Récepteurs capables de fixer le FVIII et/ou le vWF. D’après Lai, Cell. Immunol., 

2016. 

 

FVIII à longue durée de vie et endocytose 

Contrôler la reconnaissance du FVIII par les CPA est un critère essentiel dans le 

développement de nouvelles molécules thérapeutiques. L’immunogénicité des FVIII 

modifiés doit donc être étudiée. La PEGylation par exemple a été décrite comme 

permettant de réduire in vivo l’immunogénicité d’enzymes241. Pour ce qui concerne le 

FVIII, il a été démontré que sa PEGylation diminue son endocytose in vitro et l’activation 

des LT. Cela se traduit in vivo par une incidence plus faible d’inhibiteurs chez la souris242, 

bien que d’autres études contestent cette conclusion243. 

Pour ce qui concerne les FVIII-Fc, si l’ajout du fragment Fc permet une reconnaissance de 

la molécule via le FcRn, il permet également une fixation à d’autres récepteurs Fc (FcR), 

notamment ceux liant les IgG (FcγR). 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 l’immunité liée à la reconnaissance de complexes 

immuns, ou alors la diminution de la réponse, notamment via une interaction avec un 

FcγR inhibiteur (le FcγRIIb)245. Des travaux chez la souris montrent effectivement une 

immunogénicité légèrement réduite du FVIII-Fc lorsqu’il est donné à 50-100 UI/kg, mais 

augmentée à plus forte doses246,247. Chez les patients, une étude a montré une absence 
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d’inhibiteurs248,249. Cependant, cette étude a été menée sur des patients PTPs, qui sont 

moins à risque de développer des inhibiteurs que les PUPs. De nouvelles études restent 

donc à mener pour établir l’effet sur l’endocytose de ce FVIII-Fc. Enfin des résultats 

récents suggèrent que l’utilisation du scFVIII, qui possède une affinité supérieure pour le 

vWF, diminuerait également l’incidence des inhibiteurs chez l’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 où il est clivé en peptides. Ces vésicules fusionnent alors 

avec d’autres vésicules issues du RE contenant le CMH II 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, l’expression du complexe à leur 

membrane252. L’ensemble de ces mécanismes constitue « l’apprêtement antigénique ». En 

parallèle de cet apprêtement par les CPA, ces dernières entrent dans la circulation pour 

migrer vers les organes lymphoïdes secondaires et présenter l’antigène aux lymphocytes 

T auxilliaires (helper – LTh). 

Ces LT CD4+ font partie des 2 à 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 exogène y est fixé. Ainsi, la sélection positive permet 

l’élimination des thymocytes dont le TCR ne reconnait pas de CMH du soi. La sélection 

négative consiste en la présentation d’antigènes 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 l’engagement vers la lignée Treg plutôt que l’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 rôle 

majeur dans la régulation de la réponse immunitaire, notamment en secrétant des 

cytokines régulatrices de l’immunité (par exemple l’IL-10 et le TGFβ) ou en interagissant 

avec les CMH des CPA, empêchant 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 à 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 

complète du LT naïf. 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 deuxième signal est la surexpression, par 

les CPA, des molécules de co-stimulation. Ces molécules renforcent la communication 

entre les CPA et les LT (par exemple, CD80/86 et CD40 exprimés par les CPA lient le CD28 

et CD40L sur les LT, respectivement). Ces molécules de co-stimulation sont absolument 

essentielles au développement de la réponse immunitaire anti-FVIII. 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 l’activation complète du LT 

naïf en LT CD4+ effecteur (Teff). Cette activation est immédiatement suivie de leur 

prolifération et de leur polarisation en sous-populations de Teff. Ainsi, l’effet des LT est-il 

étudié à travers leur prolifération et à leur polarisation en réponse à un antigène.  

Pour ce qui est de la prolifération des LT en réponse au FVIII, elle a été observée comme 

étant corrélée avec les titres inhibiteurs258. En effet, les cellules circulantes déplétées en 

LB issues de patients à fort titre inhibiteur sont plus sensibles au FVIII que celles de 

patients à faible titre ou d’individus sains. Il est ainsi à noter que les individus sains ont 

des LT spécifiques du FVIII. Grâce à une stratégie de stimulation in vitro de clones issus 

de PBMC de donneurs sains, ces LT spécifiques du FVIII ont été estimés à environ 1,7 par 

million de cellules259. Une autre étude montre que ces LT CD4+ d’individus sains 

prolifèrent, dans une moindre mesure et transitoirement, en réponse au FVIII ou à des 
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peptides du FVIII253,260. Cependant, il semble que les lymphocytes circulants d’individus 

sains prolifèrent significativement plus en réponse au domaine A3 que ceux des patients 

hémophiles. D’après les auteurs de cette étude, cela reflète la sensibilisation des 

lymphocytes à l’ensemble du FVIII, permettant sa tolérance. Comparativement à la 

présence continue de 0,1 µg/mL de FVIII, les lymphocytes de patients ne sont confrontés 

qu’à de faibles doses, ne permettant pas l’exposition à l’ensemble des épitopes présents 

sur le FVIII213. La polarisation des LT, bien qu’étant une étape essentielle au 

développement de la réponse immunitaire anti-FVIII, ne peut néanmoins pas être 

assimilée à la production systématique d’inhibiteurs.  

Pour ce qui concerne la polarisation, elle est guidée par les cytokines polarisantes 

constituant le 3e 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 l’orientation de la 

réponse immunitaire en aval261. Chez les patients avec inhibiteurs, les sous-populations 

Th1 et Th2 sont les plus retrouvées, suivies des Th17262. Dans un contexte général, la 

polarisation Th1 engendre la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme 

l’interféron gamma (IFNγ) ou l’IL-2. Ce cocktail cytokinique favorise l’activation des CPA 

et favorise plutôt l’immunité cellulaire (les CTL, NK…), tandis que les cellules Th2 ont 

globalement tendance à favoriser l’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 à l’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-FVIII, la polarisation Th2 semble être associée chez le 

patient, à des titres inhibiteurs plus forts, tandis que la polarisation Th1 est corrélée avec 

de plus faibles taux d’inhibiteurs264. Des travaux in vitro ont complété ces observations en 

analysant la polarisation de cellules CD4+ naïves lors de cultures de cellule du sang 

périphériques (PBMC) de patients sans inhibiteurs, avec inhibiteurs ou de donneurs sains 

en présence de FVIII265. 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 Th2, mais pas en Tregs. Dans cette même étude, les PBMCs de certains donneurs 

sains prolifèrent en réponse au FVIII et se polarisent en Th1 uniquement. En revanche, 

pour les donneurs sains dont les LT ne prolifèrent pas en présence de FVIII, la polarisation 

s’oriente vers des Tregs. Ainsi, les cellules Th1 joueraient un rôle dans l’initiation de la 

réponse immunitaire anti-FVIII puisque dès que les LT prolifèrent en présence de FVIII, 

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 où la réponse se met en place, l’apparition d’inhibiteurs est liée à l’absence de LT 

régulateurs ou alors à leur mauvaise capacité à 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. 

 

Rôle des lymphocytes B 

Les LB se développent dans la moelle osseuse et se caractérisent principalement par 

l’anticorps membranaire qu’ils expriment. Le processus de maturation vise à permettre 

aux LB de subir tous les réarrangements géniques nécessaires à l’expression, une fois 

matures, d’un BCR fonctionnel et spécifique d’un antigène. 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 gènes codant leur BCR. Un 

processus itératif permet l’expression de la chaine lourde de ce dernier, puis d’y associer 

une chaine légère. Cela aboutit, au stade B immature, à l’expression d’une IgM 

membranaire, première forme fonctionnelle du BCR. De plus, chaque allèle de chaine 

lourde et légère réarrangé empêche une recombinaison ultérieure. Ce phénomène 

d’exclusion allélique permet qu’une même cellule B n’exprime à terme, qu’un seul BCR. 

Puis, sur le même principe que pour les LT, la capacité des BCR à 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 être stimulés sans qu’il n’y ait un LT autoréactif spécifique du 

même antigène. Malgré tout, les LB dont le BCR reconnait un antigène du Soi sont éliminés 

par apoptose ou entrent en anergie (incapable de répondre à un stimulus). Les autres LB 

immatures, non ou faiblement autoréactifs, sont prêts à 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 IgD membranaires avec la 

même spécificité et affinité pour l’antigène que l’IgM sont exprimées. Ainsi, le LB mature 

exprime des IgM et des IgD membranaires et possède la capacité à circuler dans le sang 

et les organes lymphoïdes secondaires. Si un LB mature naïf n’y rencontre pas son 

antigène, il mourra par apoptose au bout de quelques mois. En revanche, s’il rencontre 

son antigène, il le lie via son BCR, l’internalise et en présente des peptides sur son CMH II, 

tout comme une CPA. Un LT précédemment activé par le même antigène reconnait le 

complexe CMH/peptide et active à son tour le LB grâce 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 à longue durée de 

vie, soit des plasmocytes à 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 immunitaire267. Une autre partie des cellules stimulées migre vers 

les follicules des organes lymphoïdes secondaires pour y former un centre germinatif 

(CG)268. 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 l’augmentation de l’affinité des BCR spécifiques 

pour l’antigène. 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 évènements produisent donc des anticorps de forte affinité pour l’antigène, d’une 

autre classe qu’IgM269. Ces LB sont alors dits « mémoires » puisqu’ils constituent un 

réservoir de cellules persistant tout au long de la vie, prêtes à réagir contre l’antigène. 

L’existence de ces LB mémoires permet, dans le cas d’une nouvelle rencontre avec 

l’antigène, de déclencher une réponse secondaire plus rapide et plus forte que la réponse 

primaire. En effet, grâce à leur BCR de forte affinité, les LB mémoires peuvent se 

différencier en plasmocytes en réponse à des concentrations d’antigènes beaucoup plus 

faibles. De plus, ces plasmocytes sécrètent directement des IgG de forte affinité contre 

l’antigène.  
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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, après 

stimulation par du FVIII. Il a été trouvé dans tous les groupes des plasmocytes sécrétant 

des IgM anti-FVIII. Concernant les LB mémoires circulants spécifiques du FVIII, 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 parallèle avec ce que nous avons vu 

précédemment, à savoir que les patients sans inhibiteur sécrètent 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 

sécrètent 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 à la suite de laquelle il y a eu 

formation de CG et différentiation des LB en plasmocytes à 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 à long terme et au caractère anamnestique de la réponse 

chez les patients avec de forts titres inhibiteurs219,272. Cela a été confirmé chez la souris, 

où des plasmocytes ont été détectés dans la rate après 2 injections de FVIII, corrélant avec 

l’apparition d’inhibiteurs dans le plasma. Après la 4e et dernière injection de FVIII, leur 

nombre a diminué, tandis que des plasmocytes ont été détectés dans la moelle osseuse 

après la 3e injection de FVIII et étaient toujours présents plus de 5 mois après la dernière 

injection273.  

Pour conclure, comme le montre l’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, l’apparition de la réponse immunitaire inhibitrice anti-

FVIII semble plutôt correspondre à l’arrêt du contrôle de celle-ci274. 

 

La seconde partie de cette thèse étudie la possibilité de prévenir et/ou de bloquer 

la réponse immunitaire anti-FVIII en empêchant l’activation des LB spécifiques du 

FVIII. Pour ce projet, l’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, à l’heure actuelle, 

une seule stratégie existe permettant de les faire disparaitre. Cette stratégie est 

« l’induction de tolérance immunitaire » (ITI) et consiste en l’administration répétée de 

FVIII sur de longues périodes (jusqu’à plusieurs années). Elle rassemble en réalité 

plusieurs protocoles différents. Le premier à avoir été décrit est le protocole « de Bonn », 

appelé ainsi car expérimenté pour la première fois en Allemagne par le Pr 

Brackmann275,276. Il consiste en l’injection de fortes doses de FVIII (100 UI/kg) toutes les 

12 heures, avec 50 UI/kg d’aPCC en complément. Ce régime est maintenu jusqu’à ce que 

les titres inhibiteurs aient assez chuté, que l’aPCC puisse être arrêté et compensé par une 

augmentation de FVIII à 150 UI/kg. Un autre protocole a également été développé qui 

utilise de faibles doses de FVIII et qui consiste en l’injection de 25 à 50 UI/kg trois fois par 

semaine277. Ce protocole, dit de « Van Creveld », s’il permet une économie financière, 

requiert cependant un temps de traitement encore plus long. De manière globale, ces 

stratégies sont un succès chez 65 à 70% des patients67. La réussite de l’ITI est évaluée par 

la disparition des inhibiteurs (<0.6 UB/mL), couplée à la ré-augmentation de l’activité 

FVIII (>66% de l’activité normale) et de sa demi-vie (> 6h)278,279. 

Afin d’être capable d’estimer en amont les chances de réussite de l’ITI, de nombreux 

facteurs prédictifs ont été étudiés, notamment à 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 l’ITI et l’intensité du pic d’inhibiteurs suite au début de l’ITI ont été 

identifiés280. En effet, dans les deux premières semaines d’ITI, un pic d’inhibiteurs est 

observé et disparait jusqu’à éradication éventuelle des inhibiteurs. Un pic historique 

maximal inférieur à 200 UB/mL, un titre d’inhibiteurs au début de l’ITI inférieur à 

10 UB/mL et un pic en début d’ITI inférieur à 200 UB/mL ont ainsi été associés à un 

meilleur pronostic de réussite de l’ITI281,282. C’est pour diminuer ce pic initial qu’un autre 

protocole d’ITI a été développé, qui associe à l’administration de FVIII la prise 

d’immunosuppresseurs (cyclophosphamide), de fortes doses d’IgIV et/ou 
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d’immunoadsorption extracorporelle préalable selon le titre d’inhibiteurs du patient 

(protocole de Malmö)283. En revanche, d’autres facteurs ont été proposés mais n’ont, 

jusqu’à présent, pas été validés de manière 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 l’ITI, la durée entre le diagnostic des inhibiteurs et le début de 

l’ITI (démarrer dès le diagnostic ou attendre que le taux d’inhibiteurs descende sous les 

10 UB/mL) ou encore le protocole d’ITI284–287. Il faut noter que pour les patients chez qui 

l’ITI est un succès, la probabilité de réapparition d’inhibiteurs est de 13% à 1 an et de 33% 

à 5 ans. Presque un patient sur trois rendu tolérant au FVIII (30%) voit ainsi son titre 

d’inhibiteurs remonter une fois ; et un sur cinq, plus d’une fois288. 

Pour les patients chez qui les inhibiteurs subsistent après l’ITI, d’autres stratégies sont 

alors mises en place. Le passage à un pdFVIII (contenant du vWF) ou l’ajout 

d’immunosuppresseurs peuvent être envisagés s’ils n’ont pas déjà été utilisés. Autrement, 

les patients sont traités avec du Rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20, un 

marqueur de différentiation des lymphocytes B289,290. La liaison du Rituximab peut 

engendrer la destruction rapide du LB par le système du complément (complement-

dependent cytotoxicity – CDC), la stimulation de l’apoptose ou la lyse du LB par une cellule 

immunitaire (Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity – ADCC). La disparition 

d’auto-anticorps à la suite de l’utilisation de Rituximab a déjà été démontrée dans 

plusieurs maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde291. L’utilisation 

de cette stratégie s’est avérée efficace dans environ 50% des patients résistants à l’ITI 

dans une cohorte britannique292. 

 

Mécanismes d’induction de tolérance 

Les mécanismes précis qui permettent l’induction de tolérance par ces injections répétées 

de FVIII sont aujourd’hui toujours méconnus. De manière globale, il semble que la 

présence continue de FVIII dans un contexte non-inflammatoire permette l’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 cytokines295,296. Or, une étude 

in vitro a démontré que ni le FVIII, ni le vWF ne portent de signaux de danger 
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intrinsèques163. Cela appuie l’hypothèse évoquée au paragraphe « Intensité du 

traitement » selon laquelle l’inflammation subséquente aux saignements pourrait être la 

source de ces médiateurs de danger. 

Comme nous l’avons vu, une fois la réponse immunitaire anti-FVIII mise en place, les 

patients avec inhibiteurs possèdent d’une part des LT spécifiques du FVIII, des LB 

mémoire et des plasmocytes à longue durée de vie dans leur moelle osseuse. Sachant que 

les plasmocytes arrêtent d’exprimer des récepteurs spécifiques de l’antigène pendant leur 

différentiation297, il est peu probable qu’ils soient éradiqués pendant l’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 où les LB mémoire 

spécifiques du FVIII ne sont plus détectées lorsque l’ITI fonctionne298. 

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 utilisées299. Des LB 

mémoire (des splénocytes déplétés en plasmocytes) de souris hémophiles immunisées 

contre le FVIII peuvent être restimulés entre 100 pg/mL et 1 µg/mL de FVIII, mais pas au-

delà de cet intervalle. Ainsi, les concentrations physiologiques de FVIII ont tendance à 

promouvoir la génération de LB mémoire. En revanche, au-dessus de ce seuil, l’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 succès de l’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 l’ITI est corrélée avec la 

génération d’anticorps anti-idiotypiques301,302. Ceux-ci empêchent les inhibiteurs de 

reconnaître le FVIII et semblent également inhiber les LB spécifiques du FVIII en liant le 

BCR des LB spécifiques du FVIII303. L’ensemble de ces phénomènes pourrait donc 

expliquer l’induction de tolérance au FVIII par les protocoles d’ITI.  

Par ailleurs, d’autres mécanismes supposés dans l’ITI sont à l’étude. Deux études in vivo 

ont montré que l’exposition chronique à de faibles doses d’antigène (autre que le FVIII) 

permet la génération de novo de Tregs, notamment à partir de LT matures, permettant 

l’établissement d’une tolérance à cet antigène304,305. Dès lors, l’implication des Tregs a été 

étudiée. 
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De manière 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 à 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 

l’ensemble de ces Tregs est caractérisé par l’expression de CD25 et FoxP3, la contribution 

de chacune de ces sous-populations à la régulation de la réponse immunitaire n’est pas 

clairement établie306. En revanche, il a été décrit que ces Tregs jouent un rôle central dans 

le maintien de la tolérance au Soi, permettant notamment la prévention de l’auto-

immunité, l’induction de la tolérance maternelle au fœtus et la tolérance orale (tolérance 

contre les antigènes alimentaires). Ils ont également été montrés comme protecteurs 

contre les allergies et les pathogènes. Tout comme les LT, ils possèdent un TCR et leur 

activation est antigène-spécifique. En revanche, un débat existe quant à savoir s’ils 

peuvent inhiber les LT avec une autre spécificité antigénique que la leur, ou pas307. De 

même, les mécanismes par lesquels ils exercent leur fonction suppressive restent à 

préciser. Ils semblent néanmoins pouvoir agir de trois façons différentes. La première est 

le contact direct avec la cellule cible. En effet, des expériences in vivo ont montré que 

l’expression de CTLA-4, qui se lie aux molécules de co-stimulation des CPA (signal 2), 

empêche ainsi l’activation du LT308. Le second moyen par lequel ils inhibent les Teff est la 

sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 ou le TGFβ, comme démontré 

chez la souris309,310. 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’arrêtent selon le 

contexte312.  

Quant à leur possible rôle dans l’ITI, une étude in vivo chez la souris a montré que des Treg 

pourraient être 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 à 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’arrêt de la différenciation de nouvelles cellules B mémoires en 

plasmocytes. Dans ce contexte, les plasmocytes à longue durée de vie générés lors des 
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premières injections de FVIII durant l’ITI seraient éliminés sans qu’ils puissent être 

réapprovisionnés par de nouveaux plasmocytes298. Cependant, cela n’explique pas 

pourquoi la tolérance se met en place alors que les LB mémoires ont la capacité de 

reconnaître directement le FVIII, à se comporter en CPA et à se différencier en 

plasmocytes.  

 

2. Nouvelles stratégies d’induction de tolérance 
 

Etant donné la longueur, le coût et les relativement faibles taux de réussite de l’ITI, de 

nouvelles stratégies visant à induire la tolérance au FVIII sont développées. En effet, si 

l’utilisation concomitante d’immunosuppresseurs permet une amélioration du taux de 

réussite, l’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 l’activation des LT est étudiée par plusieurs équipes. Ainsi, le blocage des 

molécules de co-stimulation des LT (signal 2) a fait l’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 même équipe a démontré 

que l’injection de CTLA-4 couplé à un fragment d’IgG1 (CTLA-4-Ig) permet le blocage de 

l’activation T via l’inhibition de cette même liaison entre B7.2 et CD28, son récepteur. Les 

souris qui reçoivent du CTLA-4-Ig la veille et le lendemain de la première injection de 

FVIII ne produisent ainsi pas d’inhibiteurs pendant les 4 semaines après l’injection, 

malgré trois autres injections de FVIII256. De même, l’utilisation d’un anticorps empêchant 

la liaison entre le CD40 (exprimé par les CPA) à son ligand (CD40L exprimé par les LT), 

permet chez la souris de prévenir la réponse humorale anti-FVIII. Si l‘administration de 

l’anticorps la veille de l’injection de FVIII permet d’éviter le développement d’une 

réponse, l’induction d’une tolérance à long terme n’est pas systématique257,314. 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 à 

l’anergie, voire l’apoptose du LT, ou à 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 FVIII, au moins à court terme294. La modification du 

ratio Treg/Teff au profit des Tregs a également été obtenue par la co-injection, avec du 

FVIII, de rapamycine qui est un inhibiteur de la voie de l’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 antigène, quel 

que soit cet antigène. Pour pallier à 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 

FVIII. 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 à identifier les épitopes présents sur le FVIII dans le but de 

les modifier et d’éviter la présentation de peptides du FVIII319. Pour cela, l’utilisation de 

tétramères (molécules recombinantes mimant le CMH) ou l’utilisation de souris 

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

 

La troisième et dernière partie de cette thèse vise à 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 naïves, ainsi que la réponse immunitaire 

anti-FVIII qu’elles développent après 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 à faire exprimer par des LB activés (blastes) les domaines 

immunodominants du FVIII (A2 et C2) couplés à 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, déjà démontrée dans le cas de lipopolysaccharides 

(LPS), permet l’induction de tolérance vis-à-vis de l’antigène324. Plus récemment, les 

fragments A2-Fc et C2-Fc ont également été utilisés au laboratoire pour induire une 
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tolérance materno-fœtale325. Lors de ce travail, ces antigènes injectés à des souris 

gestantes étaient transférés au fœtus via la liaison au FcRn, exprimé par le 

syncytiotrophoblaste. La présence de ces domaines du FVIII lors du développement du 

système immunitaire permet le développement de Tregs, à la fois centraux et 

périphériques, induisant une tolérance au FVIII. 

Enfin, l’utilisation de la thérapie génique a permis de développer une stratégie consistant 

en l’injection à des souris hémophiles de mégacaryocytes exprimant du FVIII326,327. Ces 

précurseurs donnent des plaquettes, qui synthétisent également le vWF et contiennent 

ainsi des complexes intracellulaires FVIII/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 où 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 l’induction d’une tolérance qui se traduit par l’absence 

d’inhibiteurs en réponse au FVIII, 16 semaines après la transplantation des plaquettes, 

même chez des souris ayant déjà développé des inhibiteurs329. Cette tolérance semble 

médiée par les LT CD4+ spécifiques au FVIII330.  

 

V. Objectifs 
 

Les objectifs de ma thèse ont été de proposer et de valider de nouvelles stratégies 

thérapeutiques pour les patients atteints d’hémophilie A, ainsi que de caractériser un 

nouveau modèle d’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII. 

Le premier axe de ma thèse a consisté à évaluer une stratégie alternative à 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 coût, ainsi que la nécessité d’un traitement 

à vie. J’ai donc cherché à valider une nouvelle stratégie qui repose sur l’utilisation d’ARNm 

transcrits in vitro (In vitro Transcribed – IVT mRNA)331 codant le FVIII. Cette stratégie 

repose sur l’hypothèse 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 FVIII. J’ai ainsi cherché à valider la production de FVIII endogène in vitro, mais 
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également in vivo, dans un modèle murin d’hémophilie A sévère. J’ai également étudié 

l’effet de l’injection intraveineuse de ces ARNm sur la correction du phénotype 

hémorragique.  

Le second aspect de ma thèse s’est intéressé à éviter la complication la plus courante chez 

les patients hémophiles, qu’est l’apparition d’une réponse immunitaire anti-FVIII. 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 l’activation, la survie et la 

prolifération des LB. Elle est ainsi devenue une molécule cible dans le traitement des 

proliférations lymphoïdes B malignes ou de certaines maladies auto-immunes332. J’ai donc 

évalué le potentiel thérapeutique de l’inhibition de la Btk dans le cadre d’une réponse 

primaire et d’une réponse mémoire au FVIII.  

Enfin, la dernière partie de ma thèse a consisté en la caractérisation d’un modèle murin 

d’hémophilie A, humanisé pour le CMH de classe II. Les modèles murins actuels sont de 

bons substituts pour l’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII puisque plus de 70% 

des souris développent une réponse après plusieurs injections de FVIII thérapeutique. De 

plus, comme chez les patients, elle est dépendante des LT CD4+ et se traduit par 

l’apparition d’IgG anti-FVIII inhibitrices333. Cependant, dans ces modèles, le FVIII est pris 

en charge par des CPA murines qui présentent les peptides sur un CMH murin. Ainsi, 

l’analyse in vivo du répertoire de peptides du FVIII présentés et l’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 

modèle murin développé au laboratoire de souris invalidées pour le gène du FVIII et ceux 

du CMH I et II murins et transgéniques pour les gènes du CMH I et II humains. J’ai ainsi 

étudié les animaux naïfs 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 modèle murin d’hémophilie A 

(Soumis à Blood, rèf BLOOD/2018/836072) 

 

La prévention ou le traitement des saignements chez les patients hémophiles A se fait par 

injection de FVIII exogène. Ce FVIII est issu soit du plasma de donneurs sains, soit du génie 

génétique. Qu’il soit purifié à partir de plasma ou recombinant, sa production est 

compliquée et coûteuse. De plus, la demi-vie du FVIII est courte (environ 12 heures), ce 

qui oblige à des injections fréquentes et altère 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)104. Cependant, l’augmentation de la demi-vie du FVIII 

est limitée par la demi-vie de sa protéine chaperonne, le vWF. Ainsi, d’autres stratégies 

n’utilisant pas de FVIII sont utilisées. Cela comprend l’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 l’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, remplaçant le rôle de co-facteur du FVIII et permettant l’activation 

du FX par le FIXa106. En parallèle, la thérapie génique a subi de nombreuses améliorations 

et montre désormais des résultats très encourageants. Cependant, elle est toujours 

confrontée à des difficultés, notamment la préexistence chez presque une personne sur 

cinq, d’anticorps anti-adenovirus associated vector (AAV), le vecteur viral utilisé dans la 

majorité des thérapies géniques. De plus, la difficulté de contrôle de l’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 à 

la thérapie de substitution utilisant un ARNm transcrit in vitro (IVT mRNA) codant pour 

le FVIII. Les ARNm présentent les avantages, d’une part, de ne pas avoir à 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 très intéressante à 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 système 

immunitaire et ainsi lutter contre le développement tumoral, la possibilité de réinjecter 

ses DC au patient après les avoir transfectés avec des ARNm ex vivo, ou alors d’injecter 

directement l’ARNm au patient, a été étudiée. Concernant le traitement ex vivo, des 

patients atteints de mélanomes avancés (stades III et IV) ont ainsi développé des 

lymphocytes T (CD4+ et CD8+), après injection de DC transfectés avec des ARNm codant 

des antigènes associés aux tumeurs (gp120 et la tyrosinase). Ces lymphocytes, spécifiques 

de ces antigènes, produisent de l’IFNγ lorsqu’ils sont stimulés in vitro334. D’autres travaux 

ont également conduit à 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 myéloïde aigue, l’injection intradermale 

de DC transfectées avec un ARNm codant pour la Wilms’ tumor 1 protein (WT1) a permis 

une rémission complète chez 2 patients sur dix336. La rémission complète a été définie 

comme une absence de blastes dans le sang et <5% dans la moelle. Concernant le 

traitement du mélanome, l’utilisation d’ARNm codant quatre antigènes associés aux 

tumeurs (Tumor-Associated Antigen – TAA) est également évaluée337. 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 à chaque patient338,339. Cette thérapie 

personnalisée a également fait l’objet d’un essai clinique de phase I340. Concernant 

l’immunothérapie dans le cancer par injection directe d’ARNm, l’efficacité de la stratégie 

a également été évaluée lors de nombreux essais cliniques341. Des ARNm ont par exemple 
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été utilisés dans le cancer de la prostate où 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 antigènes 

transgéniques pour 45% d’entre eux342. Si un essai de phase III a été lancé dans le cadre 

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

Concernant l’utilisation des ARNm pour la vaccination contre des maladies infectieuses, 

ils servent dans ce cas à produire des antigènes d’un pathogène afin de créer une réponse 

immunitaire spécifique contre ce pathogène. La première étude dans ce contexte a été 

faite en utilisant un ARNm codant pour la protéine Hsp65 de Mycobacterium leprae344. 

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 saisonnière, l’utilisation d’ARNm codant pour 

l’hémaglutinine grippale a permis le développement d’une réponse immunitaire et la 

protection chez la souris345. Dans cette même étude, il a suffi de 8 jours seulement pour 

développer un vaccin efficace contre la souche H7N9, une fois les séquences des gènes 

codant l’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 antigènes du HIV (Gag, Vpr, Rev et Nef). Cette thérapie vise à promouvoir 

et amplifier la génération de LT CD8+ spécifiques du HIV dans la phase de l’infection où il 

y a une génération naturelle de ces cellules et un déclin viral346. Si l’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 à long terme348. Par ailleurs, un ARNm codant 

pour les chaines légère et lourde d’un anticorps neutralisant du HIV (le VRC01) a été 

utilisé chez des souris humanisées pour les cellules lymphoïdes349. L’utilisation de cet 

ARNm in vivo a permis d’obtenir des taux d’anticorps 1,65 fois plus importants qu’en 

injectant 600 µg de l’anticorps, ainsi qu’une protection des souris pendant 2 semaines 

après infection au HIV. 
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A nouveau, l’utilisation de cellules transfectées avec des ARNm a ouvert la voie à 

l’utilisation des ARNm en alternative aux thérapies de remplacement. Ainsi, des 

monocytes transfectés avec des ARNm codant l’IL-10 et des DC synthétisant de l’IL-4 ont 

montré des résultats prometteurs dans des modèles murins de myocardite autoimmune 

et de diabète autoimmun, respectivement350,351. La preuve de concept quant à l’utilisation 

d’ARNm encapsulé dans des nano-particules lipidiques (Lipid Nano-Particules - LNP) a 

été donnée dans le cas de l’érythropoïétine (EPO)331. Dans cette étude, l’injection de 0,1 

µg d’ARNm codant l’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’après administration 

de 3 µg de protéine. Plus récemment, l’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 manière intéressante, des injections 

répétées d’ARNm ne semblent pas déclencher de réponse immunitaire anti-FVIII. 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. Après avoir validé la 

production de FVIII in vitro après transfection, j’ai injecté par voie intraveineuse des 

souris déficientes en FVIII avec différentes doses d’ARNm et quantifié la production de 

FVIII endogène pendant 72h. Par immunofluorescence, j’ai ensuite confirmé 

l’accumulation de FVIII à proximité des macrophages métallophiliques de la zone 

marginale de la rate, validant ainsi des observations faites avec du FVIII thérapeutique223. 

Enfin, j’ai validé la correction du phénotype hémorragique par une unique injection 

d’ARNm. Pour cela, 24h après l’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 endogène 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%353. De plus, cette unique injection d’ARNm permet une correction 

totale du phénotype hémorragique chez la souris à 24h. Cette étude ouvre la voie à 

l’utilisation des ARNm pour la production endogène de protéines, même caractérisées par 

de très faibles taux de traduction, comme le FVIII. 

Par ailleurs, la complication la plus redoutée lors du traitement avec du FVIII est 

l’apparition d’une réponse immunitaire anti-FVIII. La production endogène de FVIII 

permet un profil de glycosylation endogène. Il a été montré que ces glycosylations sont 

un facteur important pour le développement de la réponse immunitaire354. Nous avons 

ainsi émit l’hypothèse que le FVIII traduit à partir des ARNm serait moins immunogène 

que le FVIII thérapeutique. Or, il s’avère que des expériences complémentaires montrent 

une immunogénicité exacerbée chez les souris injectées avec l’ARNm (présentées à la 

suite de l’article soumis). Il a été démontré que les modifications apportées à l’ARNm lors 

de sa production, ainsi que le processus de purification permettent d’éviter l’activation de 

la réponse innée via les TLRs355–357. Nous pensons donc que le FVIII lui-même peut être 

source d’immunogénicité et allons utiliser des ARNm codant pour des FVIII moins 

immunogènes160. La seconde source possible d’immunogénicité est le vecteur utilisé dans 

cette étude, à savoir les LNP. Nous avons utilisé ici le TransIT, des LNP développées pour 

la transfection in vitro et dont nous avons modifié l’utilisation pour une efficacité in vivo. 

Ces constructions lipidiques peuvent être source d’immunogénicité358 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 à des protéines spécifiques de ces cellules359. Enfin, nous 

envisageons de cibler le foie en incorporant une séquence cible d’un micro ARN (miRNA) 

inhibant toute production dans les cellules hématopoïétiques360. 
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II. Prévention de la réponse mémoire anti-FVIII par inhibition de la 
‘Bruton’s Tyrosine Kinase’ (Btk) chez la souris déficiente en FVIII  

(Soumis à Haematologica, rèf 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 à 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 à subir des protocoles 

d’induction de tolérance immunitaire (ITI). Ces protocoles consistent en l’injection 

régulière de fortes doses de FVIII pendant plusieurs mois, voire plusieurs années. En plus 

d’être coûteux et très contraignants, les protocoles d’ITI ne sont couronnés de succès que 

dans 60 à 80% des cas67. De plus, comme nous l’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 l’antigène à leur BCR et sont également les 

cellules qui produisent, après différenciation, les inhibiteurs. Ainsi, les LB anti-FVIII naïfs 

et mémoires ont déjà été ciblés dans de nombreuses études visant à induire une tolérance 

au FVIII299,320,361.  

Le BCR est une immunoglobuline de surface complexée aux protéines transmembranaires 

Igα et Igβ (ou CD79A et CD79B, respectivement) qui portent des motifs activateurs ITAM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif), permettant la transmission du 

signal. Lorsqu’un antigène se lie au BCR, ces motifs ITAM sont phosphorylés par la kinase 

Lyn, ce qui entraine le recrutement de la protéine Syk. En parallèle, Lyn phosphoryle 

également une tyrosine présente dans la partie cytoplasmique de CD19, le corécepteur du 

BCR. A nouveau, cela entraine le recrutement et l’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-γ2 (PLCγ2). Cette dernière génère des messagers secondaires 

(notamment l’inositol triphosphate et le diacylglycérol) qui déclenchent l’induction d’un 



 

 

 
RÉSULTATS 

 

  

103 

flux calcique, l’activation des facteurs de transcription NfκB, NFAT, l’activation de ERK et 

un remodelage du cytosquelette. L’activation de ces nombreuses voies de signalisation a 

pour conséquence la survie, l’activation, la prolifération et à terme la différenciation du 

LB362,363. La Btk est donc essentielle à l’activation des LB via leur BCR. 

 

Figure 14 : Représentation schématique de la voie de signalisation du BCR. La fixation d’un 
antigène au BCR induit la phosphorylation, par Lyn, des motifs ITAM sur les molécules 
transmembranaires Igα et Igβ. Syk est alors recrutée au niveau des ITAM phosphorylés et activée 
par Lyn, par phosphorylation et trans-autophosphorylation. En parallèle, 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-γ2 (PLCγ2) qui, via des messagers secondaires, déclenche 
l’induction d’un flux calcique, l’activation des facteurs de transcription NfκB, NFAT, l’activation de 
ERK et un remodelage du cytosquelette. Cela a pour conséquence la survie, l’activation, la 
prolifération et à 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 l’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 gène 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 IgMhigh. Le répertoire est enrichi 

en BCR autoréactifs et les taux d’Ig circulantes sont faibles364–366. Le modèle murin de la 

XLA est la souris Xid (X-linked immunodeficiency), généré par l’insertion de mutations 

dans le gène codant Btk. Bien que ce modèle présente un phénotype moins sévère que 

celui retrouvé dans la XLA, ces souris sont protégées contre l’auto-immunité. Cela est 

probablement lié à 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 rhumatoïde332.  

Les inhibiteurs de la Btk ont été développés dans le cadre des proliférations lymphoïdes 

B malignes et ainsi empêcher la prolifération tumorale. En effet, dans la leucémie 

lymphocytaire chronique (chronic lymphocytic leukemia – CLL), la Btk est sur-exprimée 

par les cellules B, menant à une activation constitutive du BCR et donc à la croissance 

tumorale367. Le premier inhibiteur de la Btk a été développé en 1999 et son effet 

protecteur contre des cellules B de leucémie, validé in vivo368,369. Depuis, de nombreux 

inhibiteurs ont été développés et parmi eux, l’Ibrutinib. Cet inhibiteur se lie de façon 

covalente à la cystéine en position 481, proche du site de liaison de l’ATP à la Btk. Il inhibe 

ainsi l’activité kinase de la Btk de manière irréversible. Cependant, l’ibrutinib inhibe 

également l’Interleukin-2-inducible T-cell Kinase (Itk), une enzyme essentielle à la survie 

des LT Th2. Ainsi, il permet un décalage de la balance vers les Th2 et promeut d’autant 

plus l’immunité antitmorale. On compte aujourd’hui 273 essais cliniques impliquant 

l’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 

l’ofatumumab, permettant une survie de 90% d’entre eux à 12 mois370. 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 363,371. De plus, in vitro, l’ibrutinib interfère avec 

l’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 

amélioration significative373. En effet, de nombreux essais cliniques étudient la possibilité 

de combiner l’inhibition de la Btk avec d’autres stratégies, notamment avec des 

inhibiteurs des points de contrôles 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 l’ibrutinib et d’un anti-PD-L1 permet non seulement d’inhiber la croissance 

tumorale de tumeurs insensibles à l’ibrutinib seul, mais renforce également l’effet de 

l’anti-PD-L1374. 

L’objectif de ce projet était d’évaluer l’effet d’un inhibiteur de la Btk sur l’apparition de la 

réponse primaire anti-FVIII et sur le déclenchement d’une réponse mémoire. En 

collaboration avec Sandrine Delignat, nous avons validé l’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 à l’ibrutinib, 

l’inhibition par le PF-06250112 est réversible et ce dernier ne présente pas de réaction 

croisée avec l’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 après le premier gavage hebdomadaire, permettant 

ainsi une présence de l’inhibiteur pendant toute la durée de présence du FVIII (demi-vie 

du PF-06250112 : 7h; demi-vie du FVIII chez la souris : 8h). Après 4 semaines, les LB 

spléniques étaient diminuées chez les souris traitées avec l’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 l’antigène376, nous avons évalué l’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 

l’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, à des souris receveuses. 

Les souris receveuses étaient ensuite traitées, ou pas, pendant 2 semaines avec le PF-

06250112. Les souris ayant reçu des LB mémoires spécifiques du FVIII et traitées avec 

l’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 l’inhibition de la Btk par le PF-06250112 n’empêche pas le 

développement d’une réponse primaire au FVIII. En revanche, ils confirment que 

l’inhibition de la voie du BCR dans des LB avec un BCR de forte affinité pour le FVIII 

permet d’éviter l’apparition d’une réponse mémoire au FVIII. Sachant qu’un des facteurs 

associés au succès de l’ITI est le pic d’inhibiteurs au cours des premières semaines de l’ITI, 

l’inhibition de la Btk lors de cette période pourrait permettre le contrôle de ce pic, 

augmentant ainsi considérablement les chances de réussite de l’ITI. 

Néanmoins, chez presque 20% des patients, la prise d’ibrutinib cause des saignements 

majeurs 377,378. Si la grande majorité (70%) des patients ayant eu ces saignements 

prenaient également des agents antiplaquettaires, il faudra vérifier l’inocuité du PF-

06250112 sur l’hémostase primaire. De plus, l’utilisation de l’ibrutinib se trouve 

également limitée par l’apparition d’une résistance. En effet, chez des patients traités avec 

cet inhibiteur irréversible de la Btk, on consate l’apparition d’une mutation de la cystéine 

481 en sérine, abbrogeant la fixation de l’ibrutinib à la Btk379. 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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III. Caractérisation d’un nouveau modèle 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 l’un des sujets primordiaux 

de la recherche sur l’hémophilie A. Ainsi, de nombreux modèles animaux sont utilisés. 

Certains ont une hémophilie spontanée, comme le chien, le mouton, le chat ou le cheval381. 

Si l’hémophilie A chez le cheval est plus sévère que ce qui est observé chez l’homme, le 

chien hémophile A possède le même mode de transmission que l’homme, présente des 

symptômes cliniques comparables et la fréquence d’apparition des inhibiteurs en réponse 

au FVIII est identique. Cependant, l’utilisation de ces animaux est compliquée par le 

nombre d’animaux disponibles, leur entretien et leur coût. Ainsi, des modèles 

expérimentaux de petits animaux ont été développés. Des modèles 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, 

l’hémophilie induite est transitoire. C’est la raison pour laquelle des modèles murins 

génétiquement modifiés ont été développés382.  

Des souris ont été invalidées pour le gène F8 par insertion d’une cassette néomycine dans 

l’exon 16 (E16) ou 17 (E17). Les deux lignées ainsi obtenues ont des niveaux de FVIII 

indétectables et l’activité FVIII est inférieure à 1% de l’activité normale du FVIII, mimant 

un phénotype sévère de la maladie383. Si aucun saignement spontané n’est détecté dans 

ces lignées, elles présentent de nombreux avantages pour l’étude de la réponse anti-FVIII 

puisque 70 à 100% des souris développent des inhibiteurs après plusieurs 

administrations intraveineuses de FVIII thérapeutique333,384. Les modèles murins 

invalidés pour le FVIII sont aujourd’hui essentiellement issus de ces deux lignées initiales. 

Seuls quelques autres modèles ont été développés, notamment celui décrit en 2016 où 

l’intégralité du gène F8 est déleté, présentant des caractéristiques similaires aux E16385. 

De plus ces souris, comme les patients, développent une réponse immunitaire au cours de 

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

plasmocytes sécréteurs d’anticorps.  

Cependant, dans ces modèles, ce sont des cellules présentatrices d’antigène 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 modèles murins actuels est-il le répertoire correspondant au CMH II murin, 

reconnu par un TCR murin. Ces modèles ne permettent donc pas l’étude des peptides 

présentés chez l’homme, de comparer les peptides présentés dans différents contextes 

(avec/sans vWF, FVIII/FVIIIa…), ni même la validation de molécules de FVIII dans 

lesquels les épitopes T ont été modifiés.  

Les premiers modèles murins humanisés pour le CMH ont été caractérisés dans les années 

1990s et exprimaient alors les allèles humains, en plus des allèles murins386. Dans ces 

modèles, la contribution de chacun des CMH étaient difficile à évaluer. Puis le CMH murin 

a été invalidé et des modèles exprimant uniquement le CMHI humain ont été développés. 

Ces modèles ont principalement été utilisés pour l’étude de la réponse immunitaire dans 

des maladies auto-immunes. Ils ont notamment permis de mettre en évidence 

l’importance des LT CD8+ dans la sclérose en plaque et le diabète de type I, mais également 

de détecter des LT auto réactifs vis-à-vis du collagène de type II dans l’arthrite 

rhumatoïde387. Plus récemment, des modèles murins humanisés pour le CMH II ont été 

utilisés pour identifier des peptides immunodominants (peptides les plus prompt à 

déclencher une maladie donnée) dans l’arthrite rhumatoïde, la sclérose en plaque, le 

diabète sucré insulino-dépendant ou encore la maladie cœliaque388. Ils ouvrent ainsi la 

voie au développement d’immunothérapies spécifiques de ces antigènes afin de 

remplacer les traitements immunosuppresseurs actuels, non spécifiques. 

Concernant le FVIII, il y a quelques années, un modèle murin déficient en FVIII, en CMH I 

et II murins et humanisé pour le CMH II a été développé389. Ce modèle exprime l’allèle 

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 modèle a permis aux auteurs de générer un peu moins 
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de 200 hybridomes de LT exprimant des TCR spécifiques de cet allèle et d’identifier 8 

régions contenant des épitopes T reconnus par ce CMH. 

L’objectif de cette partie de ma thèse était de développer et caractériser un modèle murin 

d’hémophilie A, invalidé pour les CMH I et II murins, mais exprimant les CMH humains de 

classe I HLA-A2.1 et de classe II HLA-DRB1*01:01. En effet, l’allèle 01:01 est un des plus 

présents dans la population caucasienne et est retrouvé chez 10% des patients 

hémophiles144. J’ai donc commencé par caractériser le système immunitaire des souris 

naïves 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 naïves, ainsi qu’une diminution des populations de LB folliculaires et des LT 

CD8+, avec pour autant une capacité de prolifération des LT identique à celle des LT de 

souris FVIII-KO. J’ai alors évalué la réponse immunitaire anti-FVIII dans ce modèle en 

injectant les souris de manière hebdomadaire avec du FVIII thérapeutique pendant 7 

semaines. J’ai ainsi confirmé la moindre capacité des souris transgéniques à développer 

des IgG anti-FVIII au profit d’une augmentation des IgM anti-FVIII. Cette observation avait 

déjà été faite dans le cadre des souris transgéniques développées par Steinitz. J’ai ensuite 

tenté de valider l’expression du CMH II humain sur les LB et les cellules dendritiques mais 

il semble que ces cellules ne l’expriment pas. En revanche, les LT spécifiques du FVIII ont 

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

L’ensemble des résultats suggère une altération de la communication entre les LT et les 

LB dans ce modèle murin. Dans l’étude caractérisant les souris exprimant l’allèle 

DRB1*15:01, l’ajout de LPS au FVIII permettait de rétablir les taux d’IgG. Il serait donc 

intéressant de voir si cette stratégie fonctionne dans notre modèle. Par ailleurs, l’absence 

de CMH II à la surface des CPA doit être étudiée et la détection de ces molécules en 

intracellulaire pourrait permettre de valider leur production in vivo. 
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La prise en charge des patients atteints d’hémophilie A reste, en 2018, très compliquée. 

Non seulement le traitement est coûteux, mais il ne permet pas d’offrir aux patients une 

qualité de vie optimale. La courte demi-vie du FVIII les contraint à des injections plusieurs 

fois par semaine et 25 à 30% d’entre eux développent des inhibiteurs. Les stratégies 

d’induction de tolérance immunitaire (ITI) mises en place pour répondre à l’impasse 

thérapeutique représentée par ces inhibiteurs engendrent une augmentation de la 

fréquence d’injection, dégradant d’autant les conditions de vie et augmentent le coût pour 

la société.  

Ainsi, le développement de nouvelles stratégies alternatives à la thérapie de substitution 

est essentiel afin d’éviter le développement d’inhibiteurs. En parallèle, 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 thèse, je me suis 

attaché à 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 

deuxième temps et en collaboration avec Sandrine Delignat, j’ai étudié la possibilité 

d’empêcher la production d’inhibiteurs par inhibition des LB spécifiques du FVIII 

(article 2). Enfin, la dernière partie de ma thèse a été consacrée à caractériser un nouveau 

modèle murin d’hémophilie A, humanisé pour les CMH I et II, constituant un nouvel outil 

pour l’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII (article 3). 

 

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

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 caractère 

monogénique de l’hémophilie A et le diagnostic précoce des patients, même sans 

antécédents familiaux, font de cette maladie un candidat particulièrement approprié à 

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

des niveaux protéiques124.  

En parallèle, la synthèse d’ARNm transcrits in vitro (In vitro Transcribed mRNA - IVT 

mRNA) est relativement simple, peu coûteuse et le contrôle des processus de production, 

nécessaire à une application clinique, est aisé. Brièvement, ces ARNm sont synthétisés à 

partir d’une séquence ADN par biologie moléculaire (utilisation d’enzymes ou 

modifications chimiques), dans des systèmes 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 à la production de protéines recombinantes. De plus, 

la protéine synthétisée in vivo est autologue et subit les modifications post-

traductionnelles (notamment les glycosylations) de manière endogène.  

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 l’ARNm afin d’induire une production protéique endogène390. 

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 à 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 immunogénicité357. 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 conçues pour améliorer la stabilité des ARNm et, enfin, certains nucléosides ont été 

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

La première étape a été de valider que dans un système 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 

être 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 à 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 à cette validation, j’ai étudié la production de FVIII endogène par un modèle 

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 l’absence de ciblage des cellules qui internalisent l’ARNm et 

produisent la protéine. Dans le cadre du FVIII, les cellules qui le produisent sont 

primordiales. Comme décrit dans le paragraphe « Synthèse du FVIII », le FVIII doit être 

clivé par des protéases intracellulaires pour être mature, ce qui peut constituer une 

difficulté supplémentaire. S’il a été montré que le FVIII est produit par les cellules 

endothéliales sinusoïdales dans le foie et dans d’autres organes, j’ai souhaité cibler le foie. 

En effet, le foie est relativement facile à atteindre puisque la présence de capillaires 

fenestrés (assez perméables) dans cet organe permet une transfection des cellules 

adjacentes aux vaisseaux, suite à l’injection dans la circulation sanguine. Une diffusion 

paracrine permet ensuite une transfection des autres cellules hépatiques, plus éloignées 

des vaisseaux391. J’ai donc choisi d’injecter les souris par voie intraveineuse et j’ai détecté, 

entre 6h et 72 après l’injection, une forte production de FVIII endogène actif. 

J’ai ensuite été confronté à une difficulté qui est la l’identification des cellules produisant 

le FVIII. 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’après elle, l’ARNm a la possibilité de se coller à la matrice 

extracellulaire et sa détection dans un organe n’aurait pas permis de conclure à 

l’internalisation de l’ARNm par un type cellulaire précis (Karikó, mail du 07/03/2017). 

J’ai donc validé la production protéique après injection intraveineuse en utilisant des 
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ARNm codant pour la luciférase, beaucoup plus simple à détecter. J’ai ainsi détecté une 

production splénique de la luciférase. J’ai également confirmé l’accumulation de FVIII 

endogène dans la zone marginale de la rate, comme précédemment décrit après injection 

de FVIII thérapeutique223.  

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, où 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 après 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 UI/souris correspondent 

approximativement à 150 UI/kg), ou de plus faibles doses (60 UI/kg). Cette correction du 

phénotype hémorragique me permet de confirmer que cette technologie utilisant des 

ARNm codant le FVIII est une potentielle alternative crédible à 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 à une présence 

continue de FVIII. 

Tout comme ce qui est fait dans le cas de la thérapie génique, après avoir validé la 

production de FVIII endogène, j’ai souhaité évaluer la toxicité de cette nouvelle stratégie 

thérapeutique. En effet, j’avais émis l’hypothèse que le FVIII endogène serait moins 

immunogène que le FVIII thérapeutique, mais je n’avais que très peu d’indications sur 

l’immunogénicité des ARNm. Et effectivement, bien que le FVIII soit produit de manière 

endogène, j’ai constaté une très importante réponse immunitaire anti-FVIII. J’ai détecté 

l’apparition d’IgG anti-FVIII inhibiteurs dès la deuxième 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 à 20 fois plus faible que dans le cas de l’ARNm. Plusieurs 

éléments peuvent expliquer cette réponse et doivent être étudiés. 

Le premier d’entre eux est la forte production, soudaine, de FVIII endogène. En effet, une 

seule injection de 3 ou 5 µg d’ARNm permet d’atteindre 40% de l’activité FVIII trouvée 

dans un plasma normal, 24h après l’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, où 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 cellulaire394. Cette accumulation de protéines mal repliées déclenche 

une réponse UPR (Unfolded Protein Response) qui peut engendrer l’apoptose 

cellulaire395. Or, nous l’avons vu dans l’introduction, les cellules qui entrent en apoptose 

peuvent être source de signaux de danger. Si j’ai choisi de mener notre étude avec 3 µg 

d’ARNm, dose la plus faible permettant de rester au-dessus des 5% d’activité FVIII à 72h, 

il faut envisager la possibilité de diminuer cette dose afin de trouver un équilibre entre 

l’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 à la quantité de FVIII produit et ainsi d’évaluer 

l’accumulation possible de FVIII dans la cellule. De plus, une étude précise de l’activation 

de la protéine BiP (Binding Immunoglobulin Protein), marqueur de stress 

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

Le deuxième élément qui pourrait expliquer le déclenchement d’une telle réponse 

immunitaire est l’ARNm en lui-même. En effet, si aucune étude ne montre l’apparition 

d’une réponse humorale dirigée contre les ARN (anticorps anti-ARN) dans le cadre 

d’injection d’ARNm exogène, les ARN peuvent activer l’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 l’avons vu, au développement 

d’une réponse immunitaire anti-FVIII.  

Si cette propriété d’adjuvant est un atout dans un contexte vaccinal, elle est délétère 

lorsque l’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 l’ARNm par les TLR 7 et 8 et prévient la production de TNFα par des 

DC après 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 l’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 particules400. Lorsque des PBMC 

sont incubés avec des nanoparticules, ces particules sont phagocytées par des DC 

plasmacytoïdes qui produisent de l’INFα, tandis que les microparticules sont, elles, 

reconnues par des monocytes qui produisent du TNFα. Ainsi, il serait intéressant de 

transfecter des PBMC avec notre ARN complexé dans le TransIT et de doser la production 

d’INFα afin de valider l’innocuité du complexe. L’utilisation d’autres agents pour 

complexer l’ARNm codant le FVIII pourrait être un levier pour réduire l’imunogénicité de 

cette approche. Les agents de transfection sont un ensemble de molécules qui encapsulent 

l’ARNm. Lorsqu’ils sont non-viraux, ils peuvent être constitués d’un mélange de lipides ou 

de protéines et présentent chacun des caractéristiques qui leur sont propres401. Ainsi, 

selon le type de lipide ou de polymère choisi, la taille, la capacité ou la charge du complexe 

seront différentes et les propriétés de transfection, de dégradation ou d’immunogénicité 

varieront également402,403. La nature des agents de transfection utilisés joue donc un rôle 

primordial dans l’efficacité de la stratégie ARNm. Tout d’abord, ils permettent de protéger 

les ARNm de la dégradation par les RNAses, très présentes dans le milieu extracellulaire. 

En effet, en conditions physiologiques, l’ARNm n’est retrouvé qu’en intracellulaire et la 

détection d’ARNm hors de la cellule peut constituer un signal de danger pour 

l’organisme404. Par ailleurs, les agents de transfection facilitent l’internalisation de 

l’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 plutôt provenir d’une production 

extra-hépatique du FVIII. En effet, dans le cas du FVIII, le seul signal détecté l’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 après production/sécrétion dans un autre organe. 

Le foie est un organe considéré comme ayant une capacité d’induction de tolérance405, 

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-β et IL-10) par certaines cellules du foie, ainsi que 

l’expression de molécules immunosuppressives (PD-L1 et CTLA-4) inhibant l’activation 

des LT ou encore la génération de Treg406. Pardi et al. ont fait une analyse précise des 

organes ciblés selon la voie d’injection de l’ARNm chez la souris et ont confirmé la 

prévalence hépatique chez les souris injectées par voie intraveineuse407. 
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Malheureusement, je n’ai pas réussi à reproduire ces résultats et l’utilisation d’un moyen 

de ciblage plus précis semble essentielle dans notre modèle. Or, les agents de transfection 

pourraient me permettre d’améliorer la spécificité de distribution de l’ARNm. Une étude 

systématique de la composition des nanoparticules lipidiques (LNP) a permis d’optimiser 

leur composition afin d’améliorer, in vivo, leur capacité à transfecter des hépatocytes408. 

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 à 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 différentes409. 

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 antigène 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 immunitaire359. 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 

tolérogène du foie avec la capacité naturelle de ces cellules à produire du FVIII, il serait 

intéressant de les cibler dans le foie. Chez la souris, les cellules endothéliales sinusoïdales 

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 à 

noter que l’expression de VEGFR2 et 3 est exclusivement restreinte aux cellules 

endothéliales hépatiques et n’est retrouvée sur aucune autre cellule du foie410. Il serait 

alors intéressant de formuler nos ARNm dans des LNP avec un tropisme hépatique, qui 

pourraient être 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 immunogène qu’actuellement. 

Enfin, une troisième possibilité existe si ni le stress cellulaire, ni l’ARNm, ni l’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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manière endogène soit endocyté par les CPA et que ses peptides soient présentés aux LT. 

Une solution qui pourrait nous permettre de contrôler la réponse anti-FVIII serait alors 

l’utilisation de FVIII moins immunogène. Nous avons vu dans l’introduction que 

l’immunogénicité du FVIII pouvait être modulée en empêchant son endocytose par les 

CPA, notamment en mutant des résidus chargés dans les domaines C1 ou C2160,404. Ainsi, 

l’utilisation d’un ARNm codant le FVIII triple muté (R2090A/K2092A/F2093A) pourrait 

être envisagée162. De plus, un FVIII développé par le Dr Lenting possédant une affinité 

accrue pour le vWF et ne montrant pas d’immunogénicité235 serait une solution idéale 

pour l’optimisation de notre stratégie. 

Dans l’hypothèse où le contrôle de l’immunogénicité serait efficace, ce projet ouvrirait 

alors la voie à l’amélioration de nombreuses stratégies existantes. Tout d’abord, il serait 

possible d’utiliser des ARNm codant pour des FVIII à 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’ITI. Cette technologie pourrait par exemple permettre de réduire la 

fréquence d’injection des patients dans des protocoles à 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 deuxième projet auquel j’ai participé pendant ma thèse concerne justement 

l’immunogénicité du FVIII thérapeutique. La complication la plus courante chez les 

patients traités avec du FVIII exogène est l’apparition d’une réponse immunitaire dirigée 

contre ce FVIII et conduisant à l’apparition d’anticorps inhibiteurs. Durant cette réponse 

immunitaire, le FVIII est reconnu par des cellules présentatrices d’antigène (CPA), qui 

apprêtent le FVIII et présentent des peptides via leur CMH II. Ce complexe CMH/peptide 

est reconnu par le TCR d’un LT naïf spécifique du FVIII qui s’active et active à son tour un 

LB naïf via son BCR. Le LB se différencie alors soit en plasmocytes qui synthétisent les IgG 
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anti-FVIII, soit en LB mémoires. Les plasmocytes sont divisés entre deux populations, les 

plasmocytes à courte durée de vie qui restent dans les organes lymphoïdes secondaires 

et les plasmocytes à 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 

rôle de CPA et présenter à 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 l’induction de tolérance au FVIII pendant des 

protocoles d’ITI est l’éradication des B mémoires par les fortes doses de FVIII299. 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 l’expression du CD20 et ne sont donc pas 

atteints par cette thérapie. La possibilité d’utiliser le Bortezomib, un inhibiteur du 

protéasome qui est particulièrement 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 après de multiples injections de FVIII321. Une autre stratégie a 

consisté à inhiber l’implantation des plasmocytes dans les niches de la moelle osseuse par 

utilisation d’un antagoniste du récepteur à la chimiokine CXCL12, essentielle à la 

migration de ces cellules411. Cependant, l’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 

l’activation des LB spécifiques du FVIII par l’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 contrôle de nombreuses fonctions cellulaires dès la liaison 

de l’Ag au BCR (cf. Figure 14). Elle permet notamment l’activation et la prolifération des 

LB et constitue donc une cible thérapeutique évidente. Des inhibiteurs de la Btk ont 

d’ailleurs été développés et l’un d’entre eux, l’Ibrutinib (Imbruvica®), a reçu l’autorisation 
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de mise sur le marché dans le traitement de la leucémie lymphoïde chronique (LLC), où il 

permet d’inhiber la survie et la prolifération des cellules B cancéreuses363. Cependant, il a 

été montré que l’ibrutinib peut également se fixer à l’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 à l’ATP, empêchant 

ainsi l’autophosphorylation de la Btk. Le PF-06250112 ne présente pas de réaction 

croisée avec l’Itk et inhibe la Btk de façon réversible375. 

Pour commencer, nous avons validé l’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 l’inhibiteur de la Btk et avons stimulé, deux heures 

après, ces LB via leur BCR avec des fragments F(ab’)2, ou de façon indépendante du BCR 

avec un anticorps anti-CD40. Nous avons alors constaté une inhibition dose-dépendante, 

par le PF-06250112, de l’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 l’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 FVIII, le jour de 

l’injection puis les 3 jours suivants. Après quatre injections de FVIII, nous avons constaté 

une diminution des LT spléniques par rapport aux souris contrôles. Nous avons alors 

vérifié leur capacité à proliférer in vitro en réponse au FVIII et n’avons trouvé aucune 

altération. Ces résultats suggèrent que la diminution du nombre de LT spléniques est la 

conséquence de la diminution du nombre de LB folliculaires et de la zone marginale chez 

les souris traitées avec le PF-06250112. Il pourrait en découler une perturbation de 

l’homéostasie cellulaire dans la rate, expliquant la modification des populations de LT. 

Cette hypothèse est appuyée par une étude qui décrit, chez des souris dont les LB sur-

expriment la Btk, une augmentation du nombre de LT CD4+ spléniques412. 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 même étude, la surexpression de Btk 

entraîne 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 l’absence 

de formation de CG, voire même la dissolution de CG déjà établis376. Ces observations sont 

cohérentes avec la diminution des populations de LB spléniques que nous avons 

constatée, mais devraient coïncider avec la diminution des LB des CG. Il serait intéressant 

d’étudier plus précisément la formation, par exemple par de l’immunofluorescence, de 

centres germinatifs dans notre modèle afin de déterminer si l’absence de modification 

dans le nombre de cellules correspond à 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 contrôle. Cette absence d’effet de l’inhibition de la Btk dans un contexte où le BCR 

a une faible affinité pour l’Ag a déjà été décrite376. En effet, l’étude de Benson et al. montre 

que la Btk est impliquée dans le cas d’Ag T-indépendants de type II, ou d’Ag T-dépendants, 

seulement si le BCR est de forte affinité pour ceux-ci. Malgré cette distinction selon 

l’affinité du BCR, il est plus probable qu’il faille plutôt distinguer les situations selon le 

rôle 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 empêche le 

transport des vésicules contenant le BCR et l’Ag internalisé aux compartiments 

permettant son apprêtement413. Cette théorie pourrait expliquer que l’inhibition de la Btk 

ne soit efficace que dans le cas où le LB joue le rôle de CPA, en plus de reconnaitre l’Ag via 

son BCR. Nous avons donc étudié l’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 

rôle de CPA. Nous avons donc immunisé des souris hémophiles contre le FVIII et attendu 

90 jours, ce qui permet la disparition des plasmocytes à courte durée de vie414. 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-FVIII. L’hétérogénéité des titres à J0 

(avant traitement à l’inhibiteur) nous a contraint à calculer le ratio entre les titres à J7 et 
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J14 par rapport au titre initial pour chaque souris. Nous avons alors constaté que 

l’inhibition de la Btk permet une diminution significative de la réponse humorale anti-

FVIII. Cependant, la production d’IgG anti-FVIII dans le groupe contrôle est la résultante 

de l’activation des B mémoires ainsi que de celle des plasmocytes à longue durée de vie 

présents dans la moelle osseuse. En effet, les plasmocytes perdent l’expression du BCR et 

l’ARNm codant la Btk y est diminué. Ainsi, l’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 à des 

souris hémophiles naïves. 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, à 

savoir que les souris ayant reçu des splénocytes déplétés en cellules CD138+ et traitées 

avec l’inhibiteur de la Btk ne développent pas d’IgG anti-FVIII alors que le groupe contrôle 

en développe après deux injections de FVIII. Enfin, nous avons montré que l’effet du PF-

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

Ainsi, à travers cette étude, nous avons montré que l’inhibition de la Btk permet 

l’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 à l’ibrutinib, peut constituer un avantage. En effet, dans un 

essai clinique de phase III, il a été rapporté des effets secondaires après traitement à 

l’ibrutinib. Une lymphocytose est trouvée chez 20% des patients et des troubles de 

l’hémostase chez 18 à 44% d’entre eux370. Si une inhibition réversible peut laisser espérer 

une diminution des effets secondaires lors d’un traitement chronique, l’apparition d’effets 

secondaires devra également être étudiée après 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 à celui du Rituximab, couramment utilisé dans le 

traitement des lymphomes415. En effet, l’ibrutinib empêche la stimulation des cellules 

Natural Killer (NK) par la liaison du fragment Fc du Rituximab au récepteur Fc. Cela a pour 

conséquence l’absence de dégranulation des cellules Natural Killer. Cette incompatibilité 

des traitements pourrait constituer une limite à l’utilisation de l’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 l’inhibiteur utilisé, consiste en sa spécificité. En effet, la Btk n’est activée 

qu’en cas de liaison de l’Ag au BCR. Ainsi, son inhibition ciblera uniquement les LB activés, 

mais quel que soit l’antigène qui l’active. C’est la raison pour laquelle l’inhibiteur de la Btk 

doit être introduit uniquement quand le FVIII est présent, pour éviter qu’il inhibe les LB 

activés par d’autres antigènes au cours du temps. Là encore, la réversibilité du PF-

06250112 peut constituer un avantage. De plus, pour palier à cette absence de spécificité, 

il serait intéressant d’étudier la possibilité de cibler des LB spécifiques du FVIII avec 

l’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 cellule416. Il 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 l’incapacité à cibler les plasmocytes à longue 

durée de vie. En effet, si le PF-06250112 n’inhibe pas les LB lors d’une réponse primaire, 

on peut imaginer qu’il n’empêche pas leur différenciation en plasmocytes à longue durée 

de vie. Ainsi, lors d’une réponse mémoire, bien qu’il empêche la formation de nouveaux 

plasmocytes, ceux déjà nichés dans la moelle osseuse synthétiseront des inhibiteurs, 

jusqu’à épuisement de tous les plasmocytes. On peut donc penser que l’inhibition de la 

Btk ne permettra pas une diminution des titres inhibiteurs dès la première réponse 

mémoire, mais qu’il faudra attendre l’épuisement de tous les plasmocytes à longue durée 

de vie. L’utilisation du bortezomib en combinaison avec l’inhibiteur de Btk pourrait être 

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 

première injection de FVIII. Il y aurait alors uniquement génération de LB mémoires, mais 

pas de plasmocytes. Lors des injections futures de FVIII avec l’inhibiteur de la Btk, les LB 

mémoires prendraient en charge le FVIII mais seraient ciblés par l’inhibition de la Btk. 
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En plus de fournir un nouvel outil prometteur pour contrôler les titres d’IgG anti-FVIII 

chez les patients avec inhibiteurs, ce projet ouvre la voie à de nouvelles thérapies 

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

 

III. Caractérisation d’un nouveau modèle murin déficient en FVIII et humanisé pour 

le HLA-DRB1*01:01 

 

Le développement d’outils pour contrecarrer la réponse immunitaire anti-FVIII, tels que 

le PF-06250112, est grandement dépendant du modèle utilisé. Ainsi, les modèles murins 

utilisés sont centraux dans l’étude de la réponse immunitaire anti-FVIII. Si les modèles 

utilisés à l’heure actuelle sont de très bons substituts pour étudier la polarisation des 

cellules immunitaires ou la phase humorale de la réponse, une limite existe quant à la 

présentation du FVIII par les CPA. En effet, les cellules murines expriment un CMH II 

murin qui, une fois le FVIII apprêté, présentent les peptides pour lesquels ils ont la 

meilleure affinité. Or, chez le patient, les CMH humains n’ont probablement pas la même 

affinité pour les différents peptides du FVIII et ne présentent donc probablement le même 

répertoire de peptides du FVIII. Ainsi, l’étude des variations de ce répertoire en fonction 

de l’haplotype HLA-DR est impossible dans un modèle 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 modèle murin déficient en FVIII et humanisé pour le CMH II a été développé389. 

Ces souris expriment l’allèle DRB1*15:01 qui avait été identifié comme un facteur de 

risque vis-à-vis de l’apparition d’inhibiteurs143. Ce modèle a été caractérisé et a permis 

l’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 l’allèle DRB1*01:01 n’est 

pas un facteur de risque pour l’apparition d’inhibiteurs, il est malgré tout un allèle 

fréquent dans la population caucasienne et est retrouvé chez 10% des patients 

hémophiles A144. 

Nous avons donc généré un modèle 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 modèle en commençant par étudier les anticorps 

sériques et les populations cellulaires spléniques des souris naïves. J’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 à l’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. J’ai alors étudié la capacité des 

LT à 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 l’augmentation du nombre de LB folliculaires. En effet, cette augmentation 

peut-elle traduire une incapacité à former des centres germinatifs ? Les LB folliculaires 

participent à la formation des centres germinatifs où 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 

manière indépendante de l’antigène. Cette hypothèse est supportée par l’étude du 

syndrome d’hyper IgM (HIGM) dont la mutation des gènes codant les molécules de co-

stimulation CD40 et CD40L sont une des causes. En effet, chez la souris déficiente en CD40, 

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 germinatifs417,418. En revanche, chez les patients chez qui l’HIGM est causé par 

une déficience en AID (rôle décrit dans le paragraphe « Rôle des lymphocytes B »), on 

constate l’apparition de centres germinatifs géants419,420. L’étude de ce symptôme montre 

bien qu’une altération de la communication entre les LT et LB peut mener à des 

symptômes 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 à 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 l’étude a consisté en l’étude de la réponse immuntaire anti-FVIII chez 

ces souris. J’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 FVIII. J’ai injecté les souris à sept 

reprises avec du FVIII et étudié la capacité des splénocytes à proliférer ex vivo. Je n’ai 

constaté aucune différence entre les deux lignées dans la capacité des splénocytes à 

proliférer en réponse au FVIII. Il est à noter ici que lorsque les splénocytes ont été stimulés 

avec la concanavaline A, un mitogène 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 antigène (ici par exemple, spécifique 

du FVIII) ou si elle résulte d’une différence intrinsèque des LT spléniques à proliférer. En 

effet, si la prolifération en réponse à la concanavaline A est identique chez tous les 

groupes, mais qu’elle diffère après 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 à la concanavaline A, mais pas au FVIII et uniquement après injection 

intraveineuse de FVIII. Cela voudrait dire que les splénocytes ont globalement une 

altération de leur capacité à proliférer, sauf au FVIII. Bien que le nombre de souris par 

groupe soit déjà important (n>10), il serait intéressant de reproduire cette expérience. En 

effet, il semble étrange qu’un antigène modifie la capacité intrinsèque des LT à proliférer, 

mais pas leur capacité à proliférer en réponse à ce même antigène. J’ai ensuite étudié 

l’expression du CMH II transgénique par les LB et les cellules dendritiques par cytométrie 

en flux. Si j’ai bien confirmé la disparition de l’expression du CMH II 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 l’hypothèse 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 mêmes cellules soient capables de 

faire proliférer les LT dans un test ex vivo, alors qu’in vivo, la réponse immunitaire est 

altérée. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer cette différence entre l’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 reflète pas leur activation fonctionnelle. L’incorporation de 

thymidine ne traduirait alors pas d’une capacité à 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 à la stimulation. Sachant que la présence du gène 

codant les CMH humains a été validée par PCR, il est primordial de savoir si l’absence de 

CMH à la surface des cellules est liée à un problème de production de la molécule ou 

d’expression. Pour cela, la présence des ARNm codant pour les CMH transgéniques sera 

effectuée. Si l’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 être 

augmentée par l’ajout d’interféron gamma (IFNΥ)421,422. En effet, l’IFNΥ induit l’expression 

de la protéine CIITA (Class II Transactivator) qui induit la transcription du gène codant le 

CMH de classe II423. Ainsi, dans le cas d’un défaut de transcription du gène, l’apport d’IFNΥ 

ou de CIITA pourrait permettre une expression du CMH II. De plus, la détection du CMH I 

transgénique pourrait être envisagée afin de déterminer si cette déficience est spécifique 

du CMH II ou pas. 

Si l’absence d’expression du CMH II est très décevante, notamment à la vue des 24 mois 

nécessaires à Sandrine Delignat pour obtenir cette nouvelle lignée murine, la 

caractérisation de ce modèle n’en reste pas moins très intéressante. Avant de pouvoir être 

utilisé comme un outil et fournir des informations sur le répertoire de peptides présenté 

par l’allèle DRB1*01:01, ce modèle murin nous permet d’étudier l’importance de 

l’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 

immunogène. 
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La thérapie de substitution est à l’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 exogène. Ce FVIII thérapeutique est soit purifié à partir du plasma 

de donneurs sains, soit produit par génie génétique. Qu’il soit dérivé de plasma ou 

recombinant, sa production est compliquée et coûteuse et sa demi-vie n’excède pas 

12 heures. Ainsi, les patients sont contraints à des injections fréquentes, ce qui altère leur 

qualité de vie. De nouvelles stratégies alternatives à la thérapie de substitution ont donc 

été développées. Certaines visent à modifier le FVIII pour en augmenter sa demi-vie, 

notamment par l’ajout de fragment Fc ou par sa PEGylation. Cependant, l’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 à la possibilité d’utilisation 

d’agents court-circuitant le FVIII dans la cascade de la coagulation. Ainsi, l’utilisation de 

facteur VII activé (FVIIa), de concentrés de protéines du complexe prothrombinique 

activé - aPCC ou encore l’utilisation d’inhibiteurs des régulateurs naturels de cette cascade 

(aPC, le TFPI, ou l’antithrombine) ont vu le jour. Une nouvelle stratégie a quant à 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, l’Hemlibra® joue donc le rôle du FVIII et permet l’activation du FX. Enfin, la 

thérapie génique offre une possibilité de traitement très intéressante aux patients. 

Cependant, elle est encore confrontée à certaines limites et notamment à 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 succès de cette 

thérapie.  

L’objectif de la première partie de mon projet de thèse a donc été de proposer et de valider 

une nouvelle stratégie alternative à la thérapie de substitution. Cette stratégie repose sur 

l’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 à la thérapie génique, les ARNm n’ont pas à 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 l’érythropoïétine 

(EPO)331. L’injection de 0,1 µg d’ARNm codant l’EPO à des souris ou des singes permettait 

une augmentation de l’hématocrite, ainsi qu’une présence dans le plasma cinq fois plus 

longue qu’après administration de 3 µg 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 endogène. De plus, une injection d’ARNm codant le FVIII à 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 à 6 fois la quantité de FVIII thérapeutique injectée lors de la thérapie 

de substitution. Par immunofluorescence, j’ai également observé l’accumulation du FVIII 

endogène dans la zone marginale de la rate à proximité des macrophages 

métallophiliques, confirmant des résultats obtenus avec du FVIII thérapeutique223. Enfin, 

j’ai 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 très 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 à la production de signaux de danger qui peuvent provenir de plusieurs sources. La 

première d’entre elles pourrait être 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 à l’apoptose de la cellule395. Or, cette apoptose peut être 

source de signaux de danger (cf. Figure 8) et promouvoir le déclenchement de la réponse 

anti-FVIII. Par ailleurs, les ARNm ont une propriété d’adjuvant, très utile dans un contexte 

vaccinal. En revanche, lorsqu’ils sont utilisés pour un traitement de substitution, cette 

propriété devient délétère. Les ARNm sont en effet capables d’activer l’immunité innée 

via les Toll Like Receptors (TLR), bien que les modifications apportées aux IVT mRNA 

abrogent cette reconnaissance356. Les nanoparticules lipidiques dans lesquelles sont 

formulés les ARNm pourraient, elles, constituer une source de signaux de danger402. De 

plus, l’utilisation de différents agents de transfection permettrait une optimisation de 

cette stratégie, notamment en ciblant les organes ou les cellules à transfecter et pourrait 

ainsi éviter l’apparition d’une réponse immunitaire. Cela ouvrerait alors la voie à 

l’utilisation des IVT mRNA codant pour des FVIII à demi-vie allongée, permettant encore 
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l’augmentation du temps de présence dans le plasma. Cette technologie, à la vue des 

quantités de FVIII produite, pourrait également être envisagée dans le cadre de 

protocoles d’induction de tolérance immunitaire (ITI). 

Avec le deuxième aspect de ma thèse, je me suis intéressé à la complication la plus 

redoutée chez les patients hémophiles A. L’apparition d’une réponse immunitaire dirigée 

contre le FVIII chez 25 à 30% des patients constitue en effet une réelle impasse 

thérapeutique. Malgré l’existence des protocoles d’ITI, 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 succès que dans 60 à 80% des cas67. 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 naïfs pour induire une tolérance au FVIII299,320,361. Les LB sont activés par 

liaison de l’antigène sur leur BCR et une façon de les inhiber consiste à empêcher 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 contrôlées 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 l’étude en validant l’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 

l’inhibiteur de la Btk pendant 5 jours par semaine, que cet inhibiteur ne permettait pas de 

prévenir l’apparition de la réponse anti-FVIII. En effet, le jour du deuxième gavage 

hebdomadaire, les souris ont également été traitées avec du FVIII et au bout de 4 semaines 

de traitement avec le FVIII et l’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 l’antigène376, 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-FVIII. 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 

l’inhibiteur de la Btk. En revanche, lorsque des souris receveuses sont traitées 

uniquement avec du FVIII, on constate l’apparition d’inhibiteurs. Des expériences de 

différenciation de LB mémoires in vitro nous ont permis de démontrer que l’absence 

d’inhibiteurs chez les souris traitées avec le PF-06250112 est due à une inhibition de la 

différenciation des LB mémoire en plasmocytes. Le fait que cet inhibiteur de la Btk soit 

réversible, lui confère un avantage important. En effet, cette réversibilité laisse supposer 

une diminution des effets secondaires observés chez des patients traités avec l’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 à longue durée de vie, présents dans la moelle 

osseuse. Ces cellules qui apparaissent à la suite de la réponse primaire (non inhibée par 

l’inhibiteur de la Btk) perdent l’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 dernière partie de ma thèse, je me suis attaché à caractériser un nouveau modèle 

murin d’hémophilie A. En effet, si de nombreux modèles animaux existent pour 

l’hémophilie A, les plus couramment utilisés sont les modèles murins. Ces lignées 

représentent un outil précieux, notamment pour l’étude de la réponse immunitaire anti-

FVIII puisqu’elles présentent des caractéristiques immunitaires similaires à celles 

retrouvées chez le patient382. Malgré tout, dans ces modèles, le FVIII est pris en charge par 

des cellules murines et les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) présentent des 

peptides du FVIII sur un complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) 

murin. Or, les peptides présentés dépendent de l’affinité du CMH pour les peptides. On 

peut donc supposer que le répertoire présenté par le CMH II murin est différent de celui 

présenté par le CMH II, selon qu’il soit murin ou humain. Ainsi, ces modèles ne permettent 

pas l’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 l’humain. C’est pourquoi il y a quelques années, un modèle 
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murin déficient en FVIII et exprimant l’allèle HLA-DRB1*15:01 du CMH II humain a été 

développé389. L’utilisation de ce modèle a permis par la suite d’identifier des peptides 

présentés par cet allèle. Nous avons donc souhaité développer et caractériser un modèle 

murin déficient en FVIII et en CMH I et II murins, transgénique pour les allèles humains 

HLA-DRA2.1 et HLA-DRB1*01:01 du CMH I et II, respectivement. En effet, l’allèle 01:01 

est un des allèles 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 naïves et j’ai constaté une production augmentée d’IgM totaux et 

diminuée d’IgG totaux par rapport aux souris déficientes en FVIII. Les populations de LB 

folliculaires et de LT cytotoxiques sont diminuées, mais la capacité des splénocytes à 

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. Après sept 

injections, les souris transgéniques développent plus d’IgG anti-FVIII et moins d’IgM anti-

FVIII, confirmant la tendance démontrée chez les souris naïves. De même que chez les 

souris naïves, les splénocytes ont la même capacité à proliférer en réponse à une 

stimulation au FVIII ex vivo. Lorsque j’ai étudié l’expression du HLA-DRB1*01:01 par les 

cellules dendritiques ou les LB, j’ai pu confirmer la disparition de l’expression du CMH II 

murin chez les souris transgéniques, mais je n’ai pas pu détecter l’expression du CMH II 

humain. L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’absence d’expression du CMH II 

humain par les cellules dendritiques et les LB empêche une bonne communication entre 

ces cellules et les LT. Il pourrait en résulter un défaut de formation de centres germinatifs, 

comme décrit dans le syndrome d’hyper IgM (HIGM)417,419. 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 l’interféron gamma permet d’induire 

l’expression du CMH II par l’intermédiaire de la protéine CIITA423. 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 l’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 

l’expriment. 
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