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1) L’HEMOPHILIE A 

1.1)  Définition 

L’hémophilie A est une maladie hémorragique due à un déficit en facteur VIII de la coagulation 

(FVIII), héréditaire liée à l’X dont l’occurrence est d’environ 1 sur 5000 naissances masculines 

(1). La sévérité de la maladie est variable et est corrélée au taux résiduel circulant du FVIII de 

la coagulation, il est ainsi possible de caractériser 3 groupes de patients : les patients avec 

une hémophilie A sévère ont un taux de FVIII inférieur à 1 UI/dL (<1%), les patients avec une 

hémophilie A modérée ou mineure ont respectivement leur taux de FVIII compris entre 1-5 

UI/dL (1-5%) ou entre 5-40 UI/dL (5-40%) (2). Les patients avec une hémophile A mineure 

représentent 50% de la population des patients, tandis que ceux atteints d’hémophilie 

modérée ou sévère représentent respectivement 10% et 40% de la population des patients 

(3). Le mode de transmission récessif lié à l’X a pour conséquence l’apparition de la maladie 

très majoritairement chez les individus masculins. Les individus féminins sont quant à eux 

généralement décrient comme des porteurs asymptomatiques de la maladie. Cependant, elles 

peuvent être symptomatiques et ainsi présenter un phénotype mineur de la maladie dans les 

cas où elles auraient des taux subnormaux de FVIII (4). Plus rarement, des phénotypes 

modérés ou sévères de la maladie ont été décrits (5). De plus, les individus féminins porteurs 

présentant des taux de FVIII normaux ou à la limite des taux normaux (40-60%) peuvent voir 

leur condition de vie se dégrader suite à des menstruations importantes (ménorragies) et une 

carence en fer en plus d’une augmentation des saignements suite à des traumatismes ou bien 

des épisodes chirurgicaux (6). 

 

1.2)  Les causes génétiques de la maladie 

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

position Xq28, et s’étend sur 186 kb. Ce gène F8 comprend 26 exons et 25 introns. Les 

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

l’hétérogénéité phénotypique rencontrée dans cette pathologie (7). Les anomalies touchant le 

gène F8 comprennent des mutations ponctuelles, des délétions/insertions de 

séquences/nucléotides ainsi que des réarrangements géniques. Les mutations ponctuelles 

constituent la plus fréquente anomalie génétique et sont retrouvées chez plus de la moitié de 

la population hémophile. Elles comprennent des mutations faux-sens, des mutations non-sens 

ainsi que des mutations affectant l’épissage des ARNm (8–10). Les mutations faux-sens 

conservatives sont associées à un phénotype mineur sauf si elles touchent des régions 

importantes pour la fonction ou la structure du FVIII. A l’inverse, les substitutions non 

conservatives sont plutôt associées à un phénotype modéré voire sévère, en raison d’un 

risque accru de générer un FVIII dont la structure est déstabilisée. Les mutations non-sens, à 
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l’origine de codons stop prématurés, se traduisent par une protéine tronquée ayant de fortes 

chances de ne pas être fonctionnelle. Ces mutations sont de ce fait associées à une forme 

sévère d’hémophilie A. Les effets des mutations qui abolissent ou génèrent des sites 

d’épissage sont variables, selon que les transcrits produits sont convenablement traduits 

(hémophilie mineure/modérée) ou non (hémophilie sévère). Les délétions sont retrouvées 

chez 5 à 10% des patients. Elles peuvent éliminer une grande partie du gène F8 ou encore 

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

associées à un phénotype sévère. Les réarrangements géniques sont des évènements assez 

rares, à l’exception de l’inversion de l’intron 22, dont la prévalence est de 45-50% chez les 

patients hémophiles A sévères (11,12). Suite à une recombinaison homologue, le gène F8 se 

retrouve interrompu, avec les exons 1-22 dans une direction et les exons 23-26 dans l’autre 

direction. La production d’un ARNm contenant tous les exons n’est dès lors plus possible, il 

n’y a pas de production de FVIII et un phénotype sévère en résulte. Il a été récemment observé 

que des patients présentant une inversion de l’intron 22 arrivaient à synthétiser du FVIII sous 

la forme de deux chaînes polypeptidiques dépourvues d’activité et exclusivement retrouvées 

à l’intérieur de certains types cellulaires, comme les cellules mononucléées issues du sang 

périphérique mais les résultats sont controversés (13). Enfin, chez certains patients, le FVIII 

est produit mais n’est pas fonctionnel : 5% des patients hémophiles A possèdent du FVIII 

circulant à un niveau normal mais aucune activité biologique n’est détectable dans le plasma 

(14). Alors que la majorité des mutations touche le gène codant le FVIII (gène F8), il est 

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

des protéines impliquées dans le trafic intracellulaire du FVIII. En effet, dans l’exemple d’un 

trouble hémorragique nommé déficit combiné en facteur V (FV) de la coagulation et FVIII, le 

déficit en ces deux facteurs de coagulation est dû à des mutations touchant deux gènes 

différents, LMAN1 (Lectin Mannose binding 1) et MCFD2 (Multiple Coagulation Factor 

Deficiency 2). Ces deux gènes codent pour une protéine transmembranaire (LMAN1) et sa 

protéine cofacteur (MCFD2), le complexe des deux protéines agissant comme un récepteur 

cargo. Il permet en autre le transfert du FV et du FVIII du réticulum endoplasmique (RE) vers 

le Golgi et un manque de fonctionnalité de ce complexe impacte directement la sécrétion des 

deux facteurs de coagulation, se traduisant des faibles taux circulants (5-20%) et donc dans 

le cas du FVIII par un phénotype hémophile A modéré (15,16). Ainsi, le fait que les patients 

présentent un large spectre d’anomalies génétiques, qui se manifestent de manière variée sur 

le plan phénotypique, fait de l’hémophilie A une maladie très hétérogène. 
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1.3) Les signes cliniques et complications de la maladie 

Les manifestations cliniques associées à l’hémophilie A correspondent à des épisodes hémor-

ragiques internes non contrôlés. La gravité et la fréquence de ces manifestations dépendent 

directement du taux de FVIII plasmatique circulant. Chez les patients hémophiles mineurs, les 

saignements ne sont pas spontanés et font suite en général à un traumatisme grave ou à une 

intervention chirurgicale, tandis que chez les patients hémophiles modérés, des saignements 

peuvent survenir après des traumatismes peu importants. Enfin, dans les formes les plus sé-

vères de la maladie, des hémorragies spontanées en particulier au niveau des articulations et 

des tissus mous (peau, tendons, ligaments, muscles etc) sont observées. Des manifestations 

hémorragiques notamment intracrâniennes peuvent parfois se produire à la naissance, mais 

en général, les manifestations hémorragiques n’apparaissent que lors de l’apprentissage de 

la marche. Les saignements chroniques au niveau des articulations, appelés hémarthroses, 

conduisent au développement d’arthropathies fortement invalidantes, en particulier au niveau 

des hanches et des genoux, et à une morbidité élevée (17). Dans les pays développés, l’hé-

morragie intracérébrale est la principale cause de mortalité chez les patients hémophiles A, 

en dehors des maladies infectieuses telles que les infections au VIH (virus de l’immunodéfi-

cience humaine) et au VHC (virus de l’hépatite C) transmises dans les années 1980 par les 

traitements dérivés de plasma. 

 

1.4) Le facteur VIII (FVIII) de la coagulation 

1.4.1) Structure du FVIII 

Le FVIII est une glycoprotéine synthétisée sous la forme d’une chaîne polypeptidique simple 

de 330 kilo Dalton (kDa) et dont la structure s’organise en différents domaines : 3 domaines A 

(A1, A2, A3), un domaine B et 2 domaines C (C1, C2) (18). Chacun des 3 domaines A délimite 

une région d’environ 330 acides aminés, répartie de la manière suivante sur la protéine : le 

domaine A1 des acides aminés 1-336, le domaine A2 des acides aminés 373-710 et le 

domaine A3 des acides aminés 1690-2019. Le domaine B, de 907 acides aminés, a une place 

centrale et s’intercale entre les domaines A2 et A3, des acides aminés 741-1648. Enfin, les 2 

domaines C correspondent à des régions d’environ 160 acides aminés : le domaine C1 des 

acides aminés 2020-2172 et le domaine C2 des acides aminés 2173-2332 (19). Il est aussi 

important de noter l’existence de petites régions (a1, a2, a3) riches en acides aminés acides 

Glu et Asp. Ces régions sont situées en position C-terminale des domaines A1 et A2, et en 

position N-terminale du domaine A3 (a1 337-372, a2 711-740, a3 1649-1689) (20). Ces 

régions acides favorisent la sulfatation d’un certain nombre de tyrosines, aux positions Tyr 

346, Tyr 718, Tyr 719, Tyr 721, Tyr 1664 et Tyr 1680. Cette sulfatation est un processus très 

important dans l’interaction du FVIII avec la thrombine et le facteur de von Willebrand (FvW) 
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(21,22). La chaîne polypeptidique du FVIII s’organise donc ainsi : A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-

C2. Les domaines A présentent environ 30% d’homologie de séquence entre eux, mais aussi 

avec d’autres protéines telles que le FV (40% d’homologie) ou encore la céruloplasmine (30% 

d’homologie), une protéine impliquée dans le transport du cuivre dans le sang (19,23). 

L'homologie de séquence avec la céruloplasmine entraine que chaque molécule de FVIII est 

capable de lier un ion cuivre (24). Le domaine B est un domaine unique car il ne présente pas 

d’homologie de séquence avec d’autres protéines. Bien qu’il représente presque 40% de la 

protéine, sa fonction n’a pas été réellement caractérisée. En effet, il ne semble pas être 

nécessaire à l'activité pro-coagulante du FVIII (25), mais il pourrait avoir un rôle dans le 

transport intracellulaire du FVIII (26). Les domaines C1 et C2 présentent des homologies de 

séquence avec la discoidine I (20%), lectine tétramérique du Dictyostelium discoidium, qui 

présente une aptitude à lier les phospholipides chargés négativement (27). Les domaines A 

et C contiennent 19 des 23 cystéines présentes dans la séquence protéique et les ponts 

disulfures formés sont à l’intérieur des domaines plutôt qu’entre eux (28). Il est aussi important 

de noter que le motif consensus Asn-X-Ser/Thr, motif caractéristique des sites de N-

glycosylation, apparaît 25 fois dans la séquence du FVIII, 19 sont situés dans le domaine B, 

ce qui suggère que ce domaine est extrêmement glycosylé comparé au reste de la protéine 

(Figure 1). 

 

 

Figure 1 : A) Structure schématique du FVIII inactif. La protéine est représentée sous forme de 
deux chaînes, la première comprenant les domaines A1, A2 et B, tandis que la seconde 
comprend les domaines A3, C1 et C2. Les deux chaînes sont reliées par des liaisons 
électrostatiques dépendantes d'ions métalliques divalents indiqués Me2+. Les sites de N-
glycosylations sont indiqués par les symboles rouges. Les acides aminés modifiés par 
sulfatation ou phosphorylation sont respectivement indiqués par les symboles violets ou 
orange. Les ponts disulfures intra- ou inter-domaines sont représentés par les crochets orange. 
B) Structure cristallisée de la protéine permettant de situer les différents domaines dans 
l'espace. Le domaine B n’est pas structuré et n’est donc pas visible dans cette structure 
cristallisée. 
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1.4.2) Synthèse et sécrétion du FVIII 

La détection d’ARNm et de protéine du FVIII au niveau hépatique ont permis de suggérer que 

le foie constitue le site majeur de production du FVIII circulant (29–31). Ainsi, il existe des cas 

de patients hémophiles qui ont pu voir une correction plus ou moins efficace de leur niveau de 

FVIII après une transplantation hépatique, ce qui corrobore cette hypothèse (32). D’autres 

observations ont montré la présence d’ARNm au niveau d’autres organes tels que la rate, les 

poumons, les ganglions ou encore les reins (31,33) suggérant que ces organes pourraient 

contribuer aux taux circulants de FVIII. En effet, une étude a mis en évidence une production 

extra-hépatique de FVIII chez des animaux ayant subi une hépatectomie totale (34) et d’autres 

études menées sur des cellules endothéliales pulmonaires ont montré que les poumons 

étaient capables de produire des quantités significatives de FVIII (35). Le type cellulaire dans 

le foie producteur du FVIII circulant a longtemps été sujet à débats, avec des études montrant 

la présence d’ARNm soit au niveau des hépatocytes (36), soit au niveau de populations de 

cellules endothéliales sinusoïdales du foie (37,38). Grâce à l’utilisation de modèles souris 

présentant une délétion du gène F8 restreinte à certains types cellulaires spécifiques, il été 

démontré que la protéine de FVIII n’est pas produite dans les hépatocytes mais dans les 

cellules endothéliales (39,40). Plus précisément, cette production de protéine FVIII est 

principalement limitée à des cellules endothéliales présentes dans le foie (cellules 

endothéliales sinusoïdales) et dans les poumons (cellules endothéliales de la 

microvasculature pulmonaire). Des cellules endothéliales d’autres organes tels que les reins 

peuvent aussi contribuer à cette production de FVIII, mais dans une moindre mesure. La 

chaîne polypeptidique du FVIII est composée de 2351 acides aminés avec un peptide signal 

(19 acides aminés) permettant la translocation dans la lumière du RE. Au cours de son 

transport dans le système vésiculaire intracellulaire, le FVIII subit successivement plusieurs 

modifications post-traductionnelles : clivage du peptide signal, N-glycosylations et création de 

ponts disulfures dans le RE (41), O-glycosylations et sulfatations de tyrosines (42) et 

maturation des N-glycosylations après son transport dans l’appareil de Golgi (43). Le transport 

des molécules de FVIII du RE vers le Golgi requiert les protéines LMAN1/MCFD2. Il faut 

néanmoins noter que ce transport de la protéine vers le Golgi est limité par la rétention d’une 

certaine quantité de FVIII dans le RE, à cause d’interactions entre le domaine A1 du FVIII et 

différentes protéines chaperonnes (calréticuline, calnexine, Ig-binding protein BiP etc) (26). 

Enfin, les modifications post-traductionnelles du FVIII se concluent par des clivages 

protéolytiques au niveau des régions centrale et C-terminale du domaine B. En effet, celles-ci 

contiennent un motif consensus Arg-X-X-Arg reconnu par des endoprotéases de la famille des 

subtilisines-like (41,44). Il s’en suit alors deux clivages protéolytiques, au niveau des acides 

aminés Arg 1313 et Arg 1648, ce qui conduit à la sécrétion d’un FVIII hétérodimérique de 280 

kDa. Ce FVIII hétérodimérique est composé d’une chaîne lourde (A1-a1-A2-a2-B) et d’une 
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chaîne légère (a3-A3-C1-C2). Les deux chaînes restent liées de façon non-covalente entre les 

domaines A1 et A3 grâce à des interactions électrostatiques dépendantes d’ions métalliques 

(45), notamment les ions cuivre, dont deux sites de liaison ont été retrouvés dans les domaines 

A1 et A3, et les ions calcium, dont le site de liaison est présent dans le domaine A3 (46,47).  

 

1.4.3) Complexe FVIII/FvW 

Précédemment nous avons évoqué que la production de FVIII se déroulait majoritairement 

dans différentes populations endothéliales, il est suggéré que le FVIII soit co-exprimé dans 

ces cellules avec le FvW, protéine chaperonne du FVIII (48,49). D’autres études semblent au 

contraire reporter des sites cellulaires distincts d’expression des deux protéines, en effet 

l’expression de FVIII a été observée dans certains types cellulaires endothéliales n’exprimant 

que peu ou pas le FvW (33,50). Néanmoins, une fois les deux protéines sécrétées dans la 

circulation sanguine, le FVIII s’associe directement au FvW (51). La formation de ce complexe 

non-covalent est extrêmement importante pour le maintien du FVIII dans la circulation, comme 

le montre sa demi-vie très courte lorsqu’il est injecté à des patients présentant une maladie de 

Willebrand de type 2N (défaut de liaison du FvW au FVIII) ou de type 3 (défaut de production 

du FvW) (52,53). Le FvW agit comme une protéine chaperonne du FVIII et permet d’allonger 

la durée de vie du FVIII en le protégeant d’une clairance trop rapide. Il assure aussi la stabilité 

et la disponibilité du FVIII dans la circulation grâce à différents mécanismes. Il protège le FVIII 

d’une dégradation par des protéases circulantes telles que le facteur X activé (FXa) ou la 

protéine C activée (PCa) (54,55). Il permet aussi d’éviter une éventuelle liaison prématurée du 

FVIII au facteur IX activé (FIXa) (56), une liaison prématurée aux plaquettes activées (57,58), 

et même l’endocytose du FVIII par des cellules (59,60). Enfin, il permet le transport du FVIII 

vers les sites de brèches vasculaires. {Kaufman, 1997} Cette association FVIII/FvW fait 

intervenir la chaîne légère du FVIII, et plus précisément la tyrosine sulfatée en position 1680 

de la région acide a3 ainsi que le domaine C2 (61–63). Par ailleurs, des analyses par 

microscopie électronique et spectrométrie de masse ont montré que le domaine C1 du FVIII 

interagit également avec le FvW (64,65). Chaque monomère de FvW est capable de lier une 

molécule de FVIII avec une forte affinité inférieure à 1nM (66,67). Le ratio physiologique de 

molécules de FVIII par molécule de FvW est de 50:1 (68). Dans les conditions physiologiques, 

il est estimé que 2 à 5% du FVIII circule sous forme libre, non complexé au FvW (69,70). 
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1.4.4) Clairance du FVIII 

La clairance du FVIII est dictée d’une part par sa liaison à sa molécule chaperonne le FvW, 

comme vu précédemment, et d’autre part par son interaction à des récepteurs d’endocytose 

exprimés à la surface des cellules « scavenger » (macrophages, cellules endothéliales). Le 

premier récepteur de clairance du FVIII a été identifié en 1999, il s’agit du LRP1 (LDL receptor-

related protein-1) ou aussi appelé CD91 (59,71). La pertinence physiologique de ce récepteur 

dans la clairance du FVIII a été démontrée in vivo dans un modèle murin, dans lequel la 

délétion induite de LRP1 entraîne l’augmentation du FVIII plasmatique endogène et 

l’allongement de sa demi-vie (72). De plus, des études de deux polymorphismes dans le gène 

codant pour LRP1 (LRP1/D2080N et LRP1/A217V) ont démontré le rôle de ce récepteur dans 

la régulation du taux de FVIII plasmatique chez l’Homme (73). Le FVIII présente 3 sites 

potentiels de liaison au LRP1 : un site de faible affinité, situé au niveau du domaine C2 (59), 

et deux sites de haute affinité localisés au niveau des domaines A2 et A3 (74,75). En 

conditions physiologiques, le site de liaison situé au niveau du domaine A2 de la chaîne lourde 

n’est exposé qu’après clivage protéolytique du FVIII (76). Il semble ainsi que le FVIII intact se 

lie au LRP1 seulement via sa chaîne légère, tandis que le FVIII activé (FVIIIa) se lie au LRP1 

via sa chaîne lourde et légère. Par ailleurs, la liaison entre le FvW et le FVIII au niveau de sa 

chaîne légère de ce dernier interfère avec la liaison de LRP1 au domaine C2 du FVIII (59). 

D’autres études ont montré le rôle d’un composant de la matrice extracellulaire, les 

protéoglycanes d’héparines sulfatées, dans la clairance des ligands du LRP1. Ces 

protéoglycanes conduiraient à une augmentation de la concentration locale du FVIII à la 

surface cellulaire, permettant ainsi une diffusion latérale vers LRP1 (71,77). De plus, le 

blocage des protéoglycanes d’héparines sulfatées entraînait une diminution de la clairance du 

FVIII par LRP1 (78). Hormis LRP1, un certain nombre d’autres récepteurs pouvant lier et 

endocyter le FVIII ont été identifié, tels que CLEC4M (C-type Lectin domain family 4 Member 

M) et Siglec-5 (79,80). Il faut aussi prendre note que la clairance du FVIII est majoritairement 

régulée par sa protéine chaperonne le FvW. En effet, plus de 95% du FVIII est en complexe 

avec cette protéine (81). Il est intéressant de noter que certains des récepteurs qui peuvent 

lier le FVIII peuvent aussi reconnaître le FvW (tels que les récepteurs LRP1, CLEC4M et 

Siglec-5 précédemment cités) (81). 

 

1.4.5) Activation et inactivation du FVIII 

Bien que le FVIII soit capable de transloquer jusqu’au site de la lésion vasculaire sans l’aide 

du FvW, être en complexe avec le FvW facilite toutefois son transport vers les sites de 

formation de thrombus. Le FVIII ainsi accumulé sur le site de saignement est activé par la 

thrombine. Cette activation se fait par des clivages protéolytiques au niveau des acides aminés 

Arg 372 et Arg 740 de la chaîne lourde, et de l’acide aminé Arg 1689 de la chaîne légère, cette 
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dernière coupure dissociant le FVIII du FvW. La protéolyse du FVIII par la thrombine génère 

3 fragments différents, un fragment A1-a1, un fragment A2-a2 et un dernier fragment A3-C1-

C2. Des interactions électrostatiques relient le fragment A1-a1 au fragment A2-a2, le FVIII 

devient donc du FVIIIa (Figure 2). Ce changement de conformation du FVIII en FVIIIa 

augmente son affinité pour les phospholipides d’un facteur 10 (82). Le FVIIIa se lie à la 

membrane phospholipidique via son domaine C2 (83). Pour obtenir des interactions optimales, 

un alignement correct avec le domaine C1 est nécessaire. En effet, des mutations dans le 

domaine C1 peuvent perturber les interactions entre le domaine C2 et la surface de 

phospholipides (84). Concernant l’inactivation du FVIIIa, elle est essentiellement due à la 

dissociation spontanée de la liaison ionique entre le fragment A2-a2 et le dimère de fragments 

A1-a1/A3-C1-C2 (45,85,86). Le FVIIIa peut aussi être inactivé après dégradation protéolytique 

par la PCa, le FXa et la plasmine (87,88).  

 

 

Figure 2 : Schéma d'activation du FVIII et recensement des différents sites d'interaction 
d'intérêt présents sur la molécule. Le FVIII inactif circule très majoritairement dans le sang en 
étant complexé à son cofacteur FvW. Le clivage par la trombine sur différents sites clés du FVIII 
entraîne sa libération du FvW puis son activation. Les annotations dans les encadrés de couleur 
noire correspondent à des interactions dépendantes du FVIII inactif, tandis que les annotations 
dans les encadrés de couleur rouge correspondent à des interactions dépendantes du FVIII 
activé. 
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1.5) L’hémostase chez l’individu sain et chez le patient hémophile A 

Le FVIII est un des composants clés du processus complexe et intriqué que constitue 

l’hémostase. L’hémostase comprend l'ensemble des mécanismes qui concourent à la 

formation d’un caillot de fibrine destiné à stopper les pertes de sang et réguler le flux sanguin. 

C’est un processus qui est continu et en équilibre permanent. Classiquement, la distinction est 

faite entre l’hémostase dite primaire qui inclut une étape vasculaire et une étape plaquettaire, 

et l’hémostase secondaire qui comporte la cascade de coagulation.  

 

1.5.1) Hémostase primaire 

Lors d’une lésion vasculaire, chez un individu normal, l’hémostase primaire est déclenchée en 

seulement quelques secondes. Le sous-endothélium est ainsi exposé permettant le 

recrutement des plaquettes. La première phase est initiée par le FvW, qui forme un pont entre 

le complexe plaquettaire GPIb/IX et les fibres de collagène présentent dans la matrice sous-

endothéliale (89). Les plaquettes vont ensuite adhérer stablement au sous-endothélium par 

l’intermédiaire des glycoprotéines membranaires 21 et GPVI (récepteurs du collagène). Les 

plaquettes activées libèrent le contenu de leurs granules contenant des éléments qui 

favorisent la vasoconstriction et l’agrégation plaquettaire. Dans le même temps, la membrane 

plaquettaire subit des transferts de phospholipides anioniques de la couche interne vers la 

couche externe, permettant ainsi l’activation de la cascade de la coagulation et un début de 

génération de thrombine. Ces traces de thrombine formées permettent de débuter la 

génération de fibrine et donc a fortiori la génération du « clou plaquettaire ». Chez les patients 

hémophiles A, l’adhésion et l’activation plaquettaire sont normales et permettent la génération 

des premières molécules de thrombine et la formation du « clou plaquettaire ». 

 

1.5.2) Hémostase secondaire 

D’un point de vue pratique, deux voies principales de coagulation peuvent être distinguées : 

la voie extrinsèque qui est initiée par l’exposition du facteur tissulaire (FT), et la voie intrinsèque 

qui est initiée via l’activation de contact par des surfaces chargées négativement telles que la 

silice (90). Cependant, l’existence de deux voies séparées l’une de l’autre n’est pas réaliste 

d’un point de vue biologique, et en effet il a été montré qu’il existe de nombreuses interactions 

entre ces deux voies (91). Ces deux voies sont composées d’une série de réactions 

protéolytiques successives dites « en cascade » dans lesquelles un zymogène d’une sérine 

protéase est activé pour devenir une enzyme active qui catalyse la réaction suivante. Outre 

l’activation des zymogènes de sérine protéases, nous retrouvons aussi l’activation de 

glycoprotéines cofacteurs en cofacteurs actifs et parmi eux, le FVIII est décrit comme un acteur 

majeur de la voie intrinsèque de la coagulation. Lors d’une brèche vasculaire, le FT forme, en 
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présence d’ions Ca2+, un complexe avec le FVII activé (FVIIa) présent à l’état de traces dans 

le plasma. Ce complexe FVIIa/FT active alors le facteur X (FX) en FXa et le facteur IX (FIX) 

en FIXa. Le FXa active ensuite la prothrombine, permettant la génération des premières 

molécules de thrombine (92). Une boucle d’amplification de l’activation de la prothrombine en 

thrombine est alors établie. La thrombine est utilisée pour activer le facteur XIa (FXIa), ce qui 

permet par la suite une génération additionnelle de FIXa. Il est à noter que les polyphosphates 

relargués par les plaquettes ont été montrés comme pouvant accélérer l’activation du facteur 

XI médiée par la thrombine (93). De plus, la thrombine convertit aussi le FVIII et le FV en leurs 

formes activées. Le FIXa forme un complexe avec son cofacteur FVIIIa, à raison d’une 

molécule de FIXa liant une molécule de FVIIIa, en présence d’ions Ca2+ et d’une surface de 

phospholipides chargés négativement (par exemple les phosphatidylsérines de la membrane 

des plaquettes activées). Ce complexe est alors appelé complexe tenase et il accélère 

l’activation du FX. Le FXa forme à son tour un complexe avec son propre cofacteur, le FVa, 

un complexe que l’on nomme « prothrombinase ». Comme le nom le suggère, le rôle de ce 

complexe est d’amplifier l’activation de la prothrombine et donc de finalement former assez de 

thrombine pour transformer le fibrinogène soluble en fibrine insoluble. Cette fibrine peut alors 

consolider le caillot sanguin avec l’aide du facteur XIII activé (FXIIIa) (94). Chez les patients 

hémophiles A, le déficit en FVIII entraîne un défaut de formation du complexe « tenase ». Les 

quantités de thrombine générées sont faibles et ne permettent pas une consolidation suffisante 

du « clou plaquettaire », expliquant les hémorragies observées chez ces patients (Figure 3). 
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Figure 3 : Schémas comparant l'hémostase chez un sujet sain (schéma du haut) ou chez un 
patient hémophile A (schéma du bas) dans le cadre d'une lésion vasculaire. Chez le sujet sain, 
le FIX et le FVIII sont tous deux activés après la génération des premières traces de thrombine. 
En retour, le complexe tenase formé par le FIXa et son cofacteur FVIIIa (en présence d’une 
surface de phospholipides et d’ions Ca2+) a pour rôle de générer de plus grandes quantités de 
FXa à partir de FX. À son tour, le complexe prothrombinase formé par le FXa et son cofacteur 
FVa (en présence d’une surface de phospholipides et d’ions Ca2+) amplifie la génération de 
thrombine (indiquée FIIa). Cette trombine remplit trois rôles principaux : la génération de 
fibrine insoluble à partir de fibrinogène soluble ; l'activation du FXIII en FXIIIa ; l'activation des 
plaquettes sanguines par interactions avec des récepteurs de surfaces. Le FXIIIa nouvellement 
formé va permettre la structuration des molécules de fibrine en un réseau stable. La présence 
simultanée de ce réseau stable de fibrine et des plaquettes activées formant un caillot permet 
l'arrêt rapide du saignement chez le sujet sain. En revanche chez le patient hémophile A, 
l'absence de FVIII entraîne la formation d'un complexe tenase déséquilibré où le FIXa doit 
remplir son rôle seul. Cela se traduit par une génération significativement plus faible de FXa, 
et donc a fortiori une génération plus faible de thrombine. En répercussion, moins de fibrine et 
moins de FXIIIa sont générés et cela a pour conséquence la formation d'un réseau de fibrine 
totalement instable et désorganisé. En conséquence, le patient hémophile est amené à saigner 
significativement plus longtemps que le sujet sain. 
 

1.6) Les traitements de l’hémophilie A 

1.6.1) Traitements des saignements par la prophylaxie 

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

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

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

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

la demande, soit de manière prophylactique (c’est-à-dire de manière préventive). Les 

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

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

Ainsi, pour des hémorragies mineures (hématomes mineurs, épistaxis), il suffit d’atteindre 40-

60% du niveau normal de FVIII pour arrêter le saignement (95). En revanche, pour des 

hémorragies plus sévères (hématomes étendus, saignements gastro-intestinaux), les doses 

administrées sont beaucoup plus fortes (80-100%) et le traitement peut durer plusieurs 

semaines pour prévenir la survenue de saignements ultérieurs. Les traitements 

prophylactiques visent à empêcher les épisodes hémorragiques spontanés et la survenue de 

complications invalidantes chez les patients hémophiles A sévères. La prophylaxie consiste 

en des injections intraveineuses répétées de FVIII, à hauteur de 2 à 3 fois par semaine. Le pic 

des niveaux circulants de FVIII est atteint dans les 15 minutes suivant une injection, se 

traduisant souvent par une activité FVIII comprise entre 80 et 100%. Au cours du temps, les 

niveaux d’activité diminuent jusqu’à l’injection suivante. Selon les réactifs utilisés, les niveaux 
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circulants de FVIII varient entre moins d’1% jusqu’à 5% (96). D’un point de vue thérapeutique, 

il était recommandé dans un premier temps d’avoir des niveaux circulants de FVIII supérieurs 

à 1% car 1% d’activité FVIII est suffisant pour réduire énormément l’occurrence des 

saignements spontanés mais aussi le développement de problèmes articulaires chez les 

patients (97,98). Plus récemment, il a été proposé d’augmenter les niveaux circulants de FVIII 

à au moins 3% afin de protéger encore plus efficacement les patients de ce type de 

complications (99).  

 

1.6.2) Les produits thérapeutiques utilisés 

Jusqu’au début des années 1960, le traitement de l’hémophilie A était compliqué à cause d’un 

manque de thérapeutiques contenant suffisamment de quantités concentrées de FVIII. Ceci 

changea grâce à la découverte des cryoprécipités par le Dr Judith Poole. Dans cette technique, 

le plasma congelé est décongelé à basse température (4°C), résultant en la précipitation de 

plusieurs protéines plasmatiques dont le complexe FVIII/FvW. Dans les années 1970-1980, la 

production de concentrés de FVIII a grandement évoluée ce qui permit d’obtenir des 

concentrés de FVIII très purifiés (100). L’utilisation de concentrés de FVIII dérivés de plasma 

est devenue très compliquée dans le début des années 1980 lorsqu’il a été découvert que ces 

concentrés étaient contaminés avec des virus tels que le VIH et le VHC. Aujourd’hui, la 

sélection des donneurs et les méthodes d’inactivation virale appliquées au FVIII dérivés de 

plasma ont pratiquement éliminé ce risque infectieux. D’autres incertitudes demeurent, telles 

que la transmission du prion et de la maladie de Creutzfeldt Jacob (101). La contamination de 

patients hémophiles par des agents infectieux a favorisé le développement industriel de FVIII 

recombinants (rFVIII) clonés à partir de la séquence ADN de deux donneurs (102). Les FVIII 

recombinants actuellement utilisés sont produits soit par des cellules Chinese Hamster Ovary 

dans le cas de l’Advate®, soit par des cellules Baby Hamster Kidney dans le cas du 

Kogenate®. Un FVIII recombinant délété de son domaine B (car il ne participe pas à la fonction 

pro-coagulante de la protéine) est également utilisé, il se nomme Refacto®. La demi-vie 

moyenne des différents FVIII thérapeutiques est d’environ 8 à 12 heures. 

 

1.6.3) La nouvelle génération de produits thérapeutiques 

Plus récemment, de nouvelles générations de FVIII recombinant « à longue durée de vie » ont 

été développées afin de diminuer la fréquence d’injections de FVIII. Pour cela, deux stratégies 

différentes ont été utilisées. La première est de lier de manière covalente le FVIII à différents 

polymères de polyéthylène glycol (PEG) par liaison à une cystéine libre spécifique (au niveau 

des domaines A2, A3 ou B) ou à un résidu glycane spécifique (103). Cependant, 

l’augmentation de la demi-vie observée chez les patients reste assez modeste, une 
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augmentation d’environ 1,5 fois ce qui équivaut à environ 18h (104). La seconde stratégie 

consiste à fusionner le FVIII au fragment cristallisable Fc de l’IgG1 humaine, en tirant avantage 

de l’interaction du Fc des IgG avec le récepteur Fc néonatal (FcRn), car c’est un mécanisme 

physiologique qui protège les IgG de la dégradation lysosomale. Cependant, là encore, la 

demi-vie de la protéine de fusion ne dépasse pas plus qu’environ 18h (105). L’amélioration 

limitée de la demi-vie du FVIII par ces techniques est due aux interactions FVIII/FvW qui 

régissent la clairance du facteur de coagulation (81). Afin de dépasser cette limitation, de 

nouvelles molécules sont en développement, telles qu’une protéine de fusion FVIII-nanobody 

ou une protéine de fusion FVIII-Fc/FvW, toutes deux ayant le potentiel de pouvoir circuler 

indépendamment du FvW (106,107) (Figure 4). 

 

 

Figure 4 : Frise chronologique des traitements de l’hémophilie A (adaptée de Muczynski et al., 
2017) (100). De nombreuses avancées scientifiques ont permis depuis la description de la 
maladie l’émergence des plus récentes stratégies thérapeutiques.  
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1.7) Le développement d’inhibiteurs anti-facteurs de la coagulation 

La principale complication de l’injection de FVIII est le déclenchement d’une réponse 

immunitaire qui se manifeste par la génération d’anticorps dirigés contre le FVIII thérapeutique 

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

injecté (108,109). Les patients deviennent réfractaires au traitement, qui perd alors son 

efficacité. Ceci entraîne une dégradation de leur qualité de vie ainsi qu’une complication de 

leur prise en charge clinique. Le développement d’anticorps inhibiteurs survient chez près de 

30% des patients hémophiles A sévères. Ces anticorps apparaissent généralement après 15-

20 jours cumulés d’exposition au FVIII (110,111). Les anticorps inhibiteurs sont également 

générés chez les hémophiles A mineurs et modérés, avec une incidence de 5-10% après 50 

jours d’exposition au FVIII (112,113).   

 

1.8) Les traitements de l’hémophilie A avec inhibiteurs 

La réponse inhibitrice est évaluée par une variante de la méthode Bethesda développée à 

Nijmegen. Le titre inhibiteur est estimé en unités Bethesda (UB), 1 UB correspondant à la 

dilution du plasma testé capable de neutraliser 50% de l’activité pro-coagulante du FVIII d’un 

plasma normal. Le seuil de positivité est fixé à 0,6 UB. Parmi les patients hémophiles A ayant 

développé des inhibiteurs, on distingue les « faibles » répondeurs (<5UB), et les forts « 

répondeurs » (>5UB). Les faibles répondeurs gardent un titre inhibiteur inférieur à 5UB, malgré 

la poursuite des injections de FVIII, tandis que les forts répondeurs présentent un titre 

inhibiteur qui peut augmenter après chaque nouvelle exposition au FVIII (réponse 

anamnestique). Dans le cas d’un patient hémophile A « faible répondeur », les doses de FVIII 

sont augmentées pour saturer les inhibiteurs. En revanche, cette stratégie s’avère inefficace 

chez les patients hémophiles A « forts répondeurs ». Ces patients sont traités avec des agents 

dépourvus de FVIII, tels que des facteurs activés du complexe prothrombinase (Factor Eight 

Inhibitor Bypassing Activity FEIBA ®) (114,115), ou du FVIIa recombinant (Novoseven ®) 

(116,117). Toutefois, l’utilisation de ces produits, qui court-circuitent le FVIII dans la cascade 

de la coagulation, n’est pas aussi efficace que le traitement substitutif. Enfin, un protocole 

d’induction de tolérance immunitaire est également proposé au patient. Ce protocole consiste 

en l’administration répétée de fortes doses de FVIII, pouvant parfois être associée à un 

traitement immunosuppresseur (cyclophosphamide). Ces traitements font disparaître les 

inhibiteurs chez 65-70% des patients, mais sont contraignants pour le patient et extrêmement 

coûteux (118). De plus, le risque d’échec n’est pas négligeable (30-35% des patients traités) 

et jusqu’à 30% des patients rendus tolérants au FVIII développent à nouveau des anticorps 

inhibiteurs (119). Pour les 30-35% de patients chez qui les inhibiteurs subsistent car l’induction 

de tolérance immunitaire a échoué, les approches plus modernes consistent en soit une 
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thérapie avec un anticorps monoclonal anti-CD20 appelé Rituximab (120), soit un nouveau 

protocole d’induction de tolérance immunitaire avec un FVIII contenant du FvW (121). Enfin 

plus récemment, un anticorps bi-spécifique mimant l’activité du FVIIIa (emicizumab, Hemlibra 

®) a été développé (122). Ainsi, l’apparition d’inhibiteurs du FVIII chez le patient hémophile A 

pose à la fois un problème clinique et sociétal. D’une part, la qualité de vie des patients est 

dramatiquement affectée, et les taux de morbidité et de mortalité augmentent (123), et d’autre 

part, le coût de la prise en charge de ces patients est très largement augmenté (124).  

 

1.9) Les modèles animaux expérimentaux dans l’hémophilie A 

Les modèles animaux dans l’hémophilie A ont été et sont toujours essentiels dans le 

développement de nouveaux traitements contre la maladie. Ils sont divisés en trois groupes, 

les animaux qui présentent une hémophile A congénitale et ceux avec un phénotype 

hémophile A induit expérimentalement, que cela soit par modifications génétiques ou à l’aide 

d’anticorps. 

 

1.9.1) Les animaux avec une hémophile A congénitale  

Les espèces animales décrites présentant une hémophilie A congénitale sont le chien, le 

mouton, le chat ou encore le cheval. Néanmoins, le modèle canin est sans aucun doute le 

modèle animal principal d’hémophilie A, en plus d’être le premier modèle animal décrit pour la 

maladie en 1946 (125). En 1949, une équipe de Chapel Hill aux Etats Unis a été la première 

à obtenir une colonie de chiens hémophiles A de type Setter irlandais (126). D’autres colonies 

réalisées sur d’autres races de chiens ont par la suite vu le jour. Ces différentes colonies ont 

permis d’avancer considérablement les recherches de thérapie pour l’hémophilie A. En effet, 

le chien hémophile A présente le même mode de transmission de la maladie que l’Homme 

ainsi que les mêmes manifestations cliniques (hémarthroses, hématomes sous-cutanés et 

hémorragies post-trauma) (127). L’hémophilie A peut donc également être classée chez le 

chien selon la même échelle de sévérité de phénotype, allant de mineur à sévère. De plus, 

l’apparition d’inhibiteurs du FVIII exogène a aussi été observée chez le chien hémophile A, à 

des fréquences relativement similaires à celles observées chez les patients hémophiles A. En 

effet, dans une étude de 1984, après plusieurs administrations de FVIII canin (obtenu à partir 

de cryoprécipités de plasma canin), 5 chiens parmi un groupe de 15 chiens hémophiles A ont 

développé des anticorps inhibiteurs dirigés contre ce FVIII (128). Le modèle canin est donc un 

modèle proche de la pathologie humaine mais qui toutefois possède certaines limites 

conséquentes. Par exemple, il a été montré que ces animaux présentaient une réponse 

immunitaire très rapide à l’égard des protéines humaines, ce qui limite les essais de nouvelles 

thérapies utilisant des facteurs de coagulation d’origine humaine dans ces animaux (129). De 
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plus, le nombre limité d’animaux disponibles et le coût élevé du maintien d’une colonie de 

chiens hémophiles sont des facteurs limitant de leur utilisation. Ainsi de nos jours, les deux 

seules colonies de chiens hémophiles A qui sont maintenues sont celle de Chapel Hill et celle 

de la Queens University de Toronto au Canada (130). En ce qui concerne les autres espèces 

évoquées précédemment, je donnerais quelques informations sur l’hémophilie A chez le 

mouton et le cheval. Concernant le cheval, l’hémophilie A est une maladie très sévère chez 

cette espèce et la survie de ces animaux est extrêmement faible, trop pour être compatible 

avec une utilisation en tant que modèle animal (131). L’hémophilie A chez le mouton a été 

décrite plus tardivement que chez le chien (132,133), néanmoins cette espèce a pourtant été 

utilisée comme modèle animal dans plusieurs études concernant la thérapie cellulaire et/ou 

génétique dans l’hémophilie A (134,135). Malheureusement, le modèle ovin reprend les 

mêmes limitations que le modèle canin, en ajoutant aussi une disponibilité plus que limitée de 

FVIII ovin, ce qui empêche une utilisation extensive de ce modèle animal. Récemment, un 

modèle de rats hémophiles A a été obtenu suite à l’apparition d’une mutation spontanée au 

sein d’une lignée de rats WAG/RijY (136,137). La caractérisation de cette nouvelle lignée de 

rats nommée WAG/RijYcb permit de mettre en évidence une unique mutation faux-sens dans 

le gène F8 de ces rats. Contrairement à l’humain ou à la plupart des autres modèles animaux 

précédemment évoqués, le gène F8 se trouve sur le chromosome 18 chez le rat. De ce fait, la 

maladie est autosomale récessive et non liée à l’X. La mutation faux-sens entraîne une 

substitution d’acide aminé p.Leu176Pro dans le domaine A1 du FVIII des rats. Ces rats 

hémophiles A présentent un phénotype de la maladie similaire à celui observé chez les chiens 

et moutons hémophiles A. Il s’agit d’un modèle animal à l’interface entre les gros modèles 

animaux d’hémophile A congénitale et les petits modèles animaux d’hémophilie A 

génétiquement modifiés.  

 

1.9.2) Les modèles animaux d’hémophilie A génétiquement modifiés  

 
Comme les petits mammifères sont simples à élever et relativement peu chers à maintenir en 

grand nombre, les souris sont des animaux populaires pour la recherche médicale et les essais 

précliniques. Bien que les souris ne présentent pas d’hémophilie A congénitale, les 

technologies d’édition du génome ont contribué au développement de plusieurs modèles 

murins d’hémophilie A. Leurs petites tailles en font de très bons modèles pour des études 

initiales lors du développement de nouvelles thérapies car la quantité de molécules tests à 

administrer reste faible. En 1995, les deux premiers modèles murins d’hémophilie A ont été 

établis, avec un fond génétique mixte entre souris 129/SV et souris C57Bl/6. Les deux souches 

de souris rendues déficientes en FVIII obtenues ont été générées grâce à la technique de 

« gene targeting » ainsi qu’à des manipulations de cellules souches embryonnaires (138). Une 
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cassette néomycine fût insérée au niveau de l’extrémité 3’ de l’exon 16 du gène F8 de la 

première souche de souris, appelées souris E16, tandis que l’exon 17 du gène F8 de la 

seconde souche de souris, appelées souris E17, fût totalement perturbé par la technique de 

« gene disruption ». Ces deux exons ont été choisis comme cibles car de nombreuses 

mutations dans ces exons du gène F8 humain entraîne l’apparition d’une hémophilie A 

congénitale sévère (3). Les ARNm de FVIII obtenus dans les deux souches de souris se sont 

retrouvés tronqués et en accord avec cette observation, les niveaux de FVIII tronqué circulant 

dans ces souris ne sont pas détectables et l’activité FVIII dans leur plasma est inférieure à 1% 

(139). Contrairement à l’hémophilie A chez l’Homme, les saignements spontanés sont très 

rares chez ces souris. En revanche, le temps de saignement observé dans ces modèles par 

exemple avec la technique de « tail-clip », est très significativement augmenté, pouvant même 

entraîner la mort par exsanguination. Ces modèles murins ont été largement utilisés pour 

déterminer l’efficacité de traitements à base de FVIII (140,141), pour étudier le mécanisme de 

formation des inhibiteurs (142–144)  ou encore pour développer des protocoles d’induction de 

tolérance immunitaire pour le FVIII (145). Un modèle murin total d’hémophilie A a aussi été 

généré afin de reproduire le plus fidèlement possible le phénotype de patients hémophiles A 

sévères dits « cross-reacting material », c’est-à-dire des patients qui n’expriment aucun FVIII 

endogène et qui aussi sont les plus prompts à former des inhibiteurs. En effet, les modèles 

murins présentés précédemment produisent des niveaux indétectables de FVIII tronqué mais 

cela ne veut pas dire que ces niveaux sont nuls pour autant, contrairement à ce qui est observé 

chez les patients dits « cross-reacting material ». Ce nouveau modèle murin au fond génétique 

totalement C57Bl/6 a été généré grâce à une délétion totale du gène F8 médiée par la 

technique de recombinaison Cre/LoxP (145). Enfin, un modèle murin d’hémophilie A a été 

généré à partir de souris hémophiles A E16 et de souris transgéniques exprimant du FVIII 

humain muté p.R593C. Cette mutation p.R593C est une mutation qui a été retrouvée chez des 

patients avec une hémophilie A de type mineure et modérée (146). Le modèle murin résultant 

du couplage de ces deux lignées ne possède aucun niveau détectable de FVIII circulant, ce 

que ce soit le FVIII murin ou le FVIII humain muté. De manière surprenante, l’injection répétée 

de FVIII humain dans ces souris ne provoque aucun développement d’inhibiteurs dirigés 

contre le FVIII injecté. Cela fait donc de ce modèle murin un modèle tolérant au FVIII humain 

(147). Les modèles murins ont le désavantage de ne présenter que très rarement des 

saignements spontanés et d’avoir un volume de sang limité. Cependant, il existe un modèle 

de rat génétiquement modifié, avec un phénotype de saignements spontanés. Des rats 

hétérozygotes FVIII+/- ont été générés grâce à la technologie des nucléases à doigt de zinc. 

Cette technologie d’édition ciblée du génome permit de faire une délétion de l’exon 16, d’une 

taille de 13 paires de bases, provoquant un arrêt de traduction prématuré dans la partie C-

terminale du domaine A3 du FVIII. Au terme de l’élevage, une population de rats homozygotes 
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FVIII-/- ont été obtenus et 70% d’entre eux présentaient des saignements spontanés intra- et 

extra-articulaires. L’analyse plasmatique a permis de mettre en évidence une absence 

d’activité FVIII chez ces rats. Les animaux répondent correctement au traitement avec du FVIII 

humain mais le développement d’anticorps inhibiteurs suite au traitement doit encore être 

étudié. Il est parfois compliqué d’extrapoler les résultats observés dans les modèles murins à 

cause des différences de système de coagulation et de système immunitaire qui existent entre 

la souris et l’Homme. Le porc, bien qu’il ne présente pas les nombreux avantages du modèle 

murin, a l’intérêt d’avoir un système de la coagulation très homologue à celui retrouvé chez 

l’Homme. Cette homologie a même permis d’utiliser le FVIII porcin pour traiter des patients 

hémophiles A présentant des inhibiteurs (148,149). Un modèle de porc génétiquement modifié 

a été développé grâce à l’insertion d’une cassette néomycine au niveau de l’extrémité 3’ de 

l’exon 16 du gène F8 porcin (150). Ce modèle porcin a l’avantage de pouvoir développer des 

arthropathies suite à des saignements intra-articulaires répétés, tout comme les patients 

hémophiles A. Ils peuvent donc être une option supplémentaire pour évaluer l’efficacité de 

nouvelles thérapeutiques (151).  

 

1.9.3) Les modèles animaux d’hémophilie A acquise 

 

L'hémophilie A dite acquise est une maladie hémorragique non héréditaire rare due à la 

présence d'anticorps (auto-anticorps) dirigés contre le FVIII qui diminuent drastiquement 

l’activité du facteur de coagulation et prédisposent donc à de sévères épisodes 

hémorragiques. Cette maladie chez l’Homme se développe tardivement et est extrêmement 

rare, avec une occurrence d’un cas pour plusieurs millions. Des modèles animaux présentant 

une hémophilie A de ce type ont été générés, les principaux étant le modèle de lapin et de 

primate non humain. Ces modèles sont très utiles dans le cadre de la thérapie génique, ainsi 

que pour le développement et l’étude d’agents contournant l’activité du FVIII. Le modèle lapin 

a notamment été utilisé dans le cadre du développement d’un anticorps anti-TFPI (Tissue 

Factor Pathway Inhibitor) nommé Concizumab (152). Ce modèle animal est un modèle 

transitoire d’hémophilie A acquise, c’est-à-dire que le phénotype hémophile est exprimé que 

durant un laps de temps donné, dépendant de la durée de vie de ces anticorps inhibiteurs 

dans la circulation des lapins. Le phénotype hémophile A est induit par l’injection d’anticorps 

inhibiteurs dirigés contre le FVIII humain mais reconnaissant tout de même le FVIII de lapin. 

En comparaison de lapins contrôles, les lapins hémophiles A présentent un temps de 

saignement significativement augmenté. Le modèle primate non humain a quant à lui été 

développé plus récemment par l’injection d’un anticorps inhibiteur dirigé contre le FVIII murin 

mais cross-réagissant avec le FVIII de ces primates. Le temps de coagulation est 

significativement allongé chez les primates ayant reçu l’anticorps inhibiteur. Ce modèle a été 
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utilisé pour la caractérisation de l’anticorps bispécifique emicizumab (153) reconnaissant 

spécifiquement les facteurs de coagulation humains et de primates. L’ensemble des modèles 

animaux décrits sont répertoriés dans la figure ci-dessous (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Les différents modèles animaux les plus utilisés pour l’étude de l’hémophilie A. 
 
 

Nous allons maintenant nous intéresser plus particulièrement à deux agents contournant 

l’activité du FVIII in vivo, à savoir le FVIIa recombinant et l’anticorps bi-spécifique emicizumab. 
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2) LE FACTEUR VIIa (FVIIa) DE LA COAGULATION  

2.1) Structure du gène F7 et ARN 

Le gène codant le FVII (F7) est situé sur le chromosome 13 en position q34qter9 et s'étend 

sur 12,8 kb. Ce gène F7 comprend 9 exons et 8 introns dont les tailles sont respectivement 

comprises entre 25-1600 paires de bases (pb) et 68-2600 pb (154). La transcription de ce 

gène entraîne la production d’un ARNm de 2,7 kb, qui par la suite sera traduit en une protéine 

mature de 406 acides aminés. Les exons 1a et 1b du gène F7 codent pour un peptide signal 

de 38 ou 60 acides aminés. Celui-ci contient une région hydrophobe, permettant d’adresser la 

protéine de FVII à la sécrétion, et une région d’intérêt pour la γ–carboxylation des protéines. 

La différence de taille du peptide signal s’explique par un épissage alternatif au niveau des 

exons 1a et 1b, cependant l’exon 1b est absent de la très grande majorité des ARNm (155). 

L’exon 2 quant à lui code pour le propeptide du FVII, ainsi que son domaine Gla. Le domaine 

Gla est suivi d’une courte région hydrophobe codée par l’exon 3 et connue sous le nom 

d’« empilement aromatique hydrophobe ». Enfin, les exons 4 et 5 codent respectivement pour 

les domaines EGF1 et EGF2, tandis que les exons 6 à 8 codent pour le domaine d’activation 

et le domaine catalytique de type sérine-protéase. Il existe une grande similitude avec les 

autres facteurs vitamine K-dépendants surtout au niveau des exons, la région la moins 

conservée étant l'exon 6, codant pour la zone d'activation. En effet, à la différence des facteurs 

II, IX, X et de la protéine C, le facteur VII ne libère aucun peptide lors des phases d'activation. 

 

2.2) La structure du FVII  

Le facteur VII, aussi appelé proconvertine, est une glycoprotéine vitamine K-dépendante 

synthétisée par le foie. Comme d’autres facteurs de la coagulation vitamine K-dépendants, le 

facteur VII est synthétisé sous forme d'un précurseur, une chaîne polypeptidique comprenant 

un peptide signal suivi d'un pro-peptide qui seront tous deux libérés lors des différentes étapes 

de maturation de la protéine, vient ensuite la protéine mature de 406 acides aminés (156,157). 

Le facteur VII mature est un zymogène de sérine protéase simple chaîne dont le poids 

moléculaire est de 50 kDa. Il circule dans le plasma à une concentration d’environ 0,5 µg/mL 

ou 10 nM, soit bien inférieure à celle des autres facteurs vitamine K-dépendants (158). De 

plus, sa demi-vie est aussi trois à quatre fois plus courte que celles des autres facteurs 

vitamine K-dépendants, entre 4 à 6 heures (159). Le FVII est composé de trois grands types 

de domaines que nous allons détailler un à un (Figure 6). 
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Figure 6 : Structure du FVII. A) Structure schématique du FVII inactif. La protéine est 
représentée sous forme d'une seule chaîne comprenant les domaines Gla, EGF1, EGF2 et 
catalytique. Les sites de N-glycosylation sont indiqués par les symboles rouges et les sites de 
O-glycosylation par les symboles bleus. Les acides aminés modifiés par γ-carboxylation ou β-
hydroxylation sont respectivement indiqués par les symboles roses ou verts. B) Structure 
cristallisée de la protéine permettant de situer les différents domaines dans l'espace.  
 

2.2.1) Vitamine K, domaine Gla et γ-carboxylation 

La vitamine K (K pour Koagulation en allemand) a été identifiée par les lauréats du prix Nobel 

de médecine et physiologie en 1943, Karl Dam et Edwards Doisy, comme un nutriment essen-

tiel à la coagulation du sang. La coagulation sanguine est régulée par une succession de cli-

vages protéolytiques de facteurs plasmatiques sécrétés par le foie dont certains ne peuvent 

être produits sous forme fonctionnel qu'en présence de vitamine K (160). La source alimentaire 

majeure de vitamine K est la vitamine K1 provenant des végétaux. La vitamine K est majori-

tairement stockée par le foie. L’antagoniste de la vitamine K, warfarine, a été utilisé comme 

traitement anticoagulant dès le début des années 1940. Tout comme la carence en vitamine 

K d’origine alimentaire, la warfarine entraîne une diminution de l’activité biologique des pro-

téines vitamine K-dépendantes plasmatiques (161). La perte de fonctionnalité est due à une 

diminution de concentration plasmatique en protéines vitamine K-dépendantes sous forme 

fonctionnelle et une augmentation de concentration plasmatique en protéines vitamine K-dé-

pendantes sous forme non-fonctionnelle. La principale différence entre ces deux formes est 

que les protéines sous forme non-fonctionnelle ont une capacité de liaison des ions Ca2+ di-

minuée. Ainsi, un acide aminé pouvant lier les ions Ca2+ a été découvert, il s’agit de Gla, pour 

acide γ-carboxyglutamique, un acide aminé Glu ayant subi une modification post-traduction-

nelle que l’on appelle la γ-carboxylation. Chez les vertébrés, la majorité des protéines vitamine 

K-dépendantes sont des protéines impliquées dans la coagulation. Ainsi, elles possèdent dans 

leur région N-terminale un domaine appelé domaine Gla, long d’environ 50 acides aminés et 

contenant 9 à 12 résidus Gla (162). Ce domaine Gla est retrouvé dans les protéines pro-
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coagulantes telles que la prothrombine, les facteurs VII, IX et X (163) mais aussi les protéines 

anticoagulantes telles que la protéine C, la protéine S ou encore la protéine Z (164,165). Ce 

domaine Gla est aussi retrouvé dans d’autres protéines hors du domaine de l’hémostase, 

telles que Gas6 (Growth arrest specific gene 6) (166), les protéines transmembranaires 

PRGP1/PRGP2 (Proline‐rich Gla protein) et TMG 3/TMG 4 (Transmembrane Gla protein) 

(167,168), ou encore l’ostéocalcine et MGP (Matrix Gla protein), impliquées dans la minérali-

sation tissulaire (169,170). L’apport de vitamine K par l’alimentation se fait sous une forme 

oxydée, dite vitamine K quinone, qui doit être réduite en vitamine K hydroquinone afin de 

rendre possible son utilisation comme cofacteur de la γ-carboxylation. La γ-carboxylation con-

siste en la substitution, au niveau du carbone γ d’un acide glutamique Glu, d’un atome d’hy-

drogène par un groupement carboxyle, le modifiant ainsi en acide γ-carboxyglutamique Gla 

(171). La vitamine K carboxylase ou γ-glutamyl carboxylase est une protéine à 5 domaines 

transmembranaires de 758 acides aminés, présente dans le RE (172–174). Cette enzyme 

utilise la vitamine K hydroquinone pour catalyser la réaction de γ-carboxylation, transformant 

dans le même temps la vitamine K hydroquinone en vitamine K époxyde (Figure 7). La réaction 

de γ-carboxylation est dite processive, ce qui veut dire que tous les acides aminés Glu du 

domaine sont γ-carboxylés avant que les protéines soient libérées par l’enzyme (175). Dans 

la séquence du FVII, les acides aminés Glu qui sont γ-carboxylés sont situés en position Glu6, 

Glu7, Glu14, Glu16, Glu19, Glu20, Glu25, Glu26, Glu29, Glu35. La séquence propeptide est 

ensuite clivée par protéolyse dans le Golgi (176).  
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Figure 7 : Représentation schématique du cycle de la vitamine K permettant la γ-carboxylation 
d’acides glutamiques spécifiques situés dans le domaine Gla des facteurs de la coagulation 
vitamine K-dépendants. La vitamine K est apportée dans l’organisme sous forme de vitamine 
K quinone qui doit d’abord être réduite en vitamine K hydroquinone avant de pouvoir être uti-
lisée comme cofacteur par l’enzyme vitamine K carboxylase (γ-glutamyl carboxylase). Le pro-
duit de la réaction de carboxylation donne de la vitamine K époxyde qui est ensuite recyclée 
par réduction en vitamine K quinone. 
 

2.2.2) La β-hydroxylation et les domaines EGF-like 

Les domaines EGF-like (Epidermal Growth Factor) sont des domaines très conservés dans 

l’évolution et aussi parmi les types de domaines les plus communs retrouvés dans les 

protéines extracellulaires ou transmembranaires. Ils sont généralement longs d’environ 45 

acides aminés et comportent 6 cystéines qui sont liées par des ponts disulfures (162,177). 

Environ 25% des domaines EGF-like contiennent au moins un acide aminé β-hydroxylé. La β-

hydroxylation est une réaction transformant les acides aminés Asp et Asn en respectivement 

acides aminés acide β-hydroaspartique Hya et β-hydroasparagine Hyn. Dans le cas du FVII, 

il s’agit de l’acide aminé Asp63 qui est β-hydroxylé. Une séquence consensus caractéristique 

Cys-X-Asp/Asn-X-X-X-X-Tyr-Phe-X-Cys est essentielle pour la β-hydroxylation (178) qui est 

catalysée par une hydroxylase de la famille des hydroxylases dépendantes de α-cétoglutarate. 

Il a été montré que les domaines EGF-like contenant des acides aminés Hya et/ou Hyn sont 

capables de lier les ions Ca2+ (179,180), permettant d’orienter le domaine Gla adjacent par 

rapport aux domaines EGF-like de façon à être compatible avec une activité biologique 

(181,182).  
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2.2.3) Le domaine sérine-protéase 

Le domaine sérine-protéase du FVII est un domaine catalytique de type « tryspin-like » ce qui 

signifie qu’il possède une importante homologie de séquence et de structure avec le domaine 

catalytique de la trypsine et de la chymotrypsine (183). De plus, le domaine catalytique du FVII 

est aussi homologue à celui des autres facteurs de coagulation vitamine K-dépendants. Le 

domaine catalytique de ces enzymes est caractérisé par la présence d’un site actif composé 

d’une triade d’acides aminés. Ceux-ci sont extrêmement cruciaux pour l’activité enzymatique 

des protéases une fois qu’elles sont activées (184,185). Ces trois acides aminés sont une 

histidine, un acide aspartique et une sérine, et dans le cas du FVII ils occupent respectivement 

les positions 193, 242 et 344. Bien que les facteurs de coagulation aient un site actif quasiment 

semblable à celui de la trypsine, les surfaces moléculaires situées autour leur site actif sont 

arrangées différemment. Cela leur confère en comparaison de la trypsine une capacité et 

spécificité de liaison à leurs substrats, augmentée (186). Le site actif du FVII, aussi appelé site 

de liaison S1, est formé par le regroupement de trois boucles nommées respectivement boucle 

1, boucle 2 et boucle 140s. L’agencement de ces boucles entre elles, mais aussi vis-à-vis 

d’une quatrième boucle située à proximité de la boucle 2 et nommée boucle 170s, joue un rôle 

important dans la détermination de la spécificité de substrat du FVII (187). Le domaine sérine-

protéase du FVII possède aussi trois sites allostériques en plus du site S1 : il s’agit de la région 

de liaison avec le FT, d’un site de liaison aux ions métalliques divalents et d’une région exosite 

de liaison aux substrats macromoléculaires. Cette dernière région est située à proximité du 

site de liaison aux ions métalliques divalents (188).  

 

2.3) L’activation du FVII en FVIIa  

Un certain nombre de protéines sont capables d’activer le FVII, tels que les facteurs de 

coagulation Xa, IXa mais aussi VIIa (156,189–191), ou encore la protéase FSAP (Factor 

Seven Activating Protease) (192). Néanmoins, le FXa semble être tout de même l’activateur 

le plus puissant du lot (193). L’activation du FVII par chacune de ces enzymes fait intervenir 

le clivage d’une unique liaison peptidique entre les acides aminés Arg152 et Ile153 localisés 

dans la région de jonction entre le domaine EGF2 et le domaine sérine-protéase. Ce clivage 

protéolytique résulte en la formation d’une molécule de FVIIa composée de deux chaînes, une 

chaîne légère de 152 acides aminés qui comprend le domaine Gla, les domaines EGF-like et 

une courte hélice hydrophobe, et une chaîne lourde de 254 acides aminés qui porte le site 

catalytique. Ces deux chaînes sont reliées ensemble par un unique pont disulfure présent 

entre les cystéines 135 et 262 (Figure 8). 
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Figure 8 : Schéma d'activation du FVII zymogène. Un clivage protéolytique est effectué par 
différents facteurs de coagulation activés entre l'arginine 152 et l'isoleucine 153 du FVII. Cela 
entraîne un réarrangement complet de sa structure et son activation. Le FVIIIa est organisé en 
deux chaînes, légère et lourde, la première comprenant le domaine catalytique et la seconde 
comprenant les domaines Gla, EGF1, EGF2. Les deux chaînes sont reliées par un pont disulfure 
entre les cystéines 135 et 262, celui-ci est représenté par un crochet orange. L'interaction du 
FVIIa avec son cofacteur facteur tissulaire est nécessaire pour son efficacité enzymatique 
maximale. Le facteur tissulaire fixé à la membrane est composé de trois domaines, 
extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire. 
 

L’acide aminé Ile153, présent dans la partie N-terminale de la chaîne lourde nouvellement 

formée, enfouit alors sa chaîne latérale dans l’environnement hydrophobe du site actif du FVIIa 

tout en formant un pont salin avec la chaîne latérale de l’acide aminé Asp194. Cet acide aminé 

est adjacent à la sérine 195, membre de la triade catalytique, et la formation du pont salin 

entre Ile153 et Asp194 permet ainsi la correcte structuration du site actif. Pour la trypsine, la 

chymotrypsine et les autres protéases ayant un domaine catalytique similaire, cette série 

d’évènements est suffisante pour obtenir une enzyme complètement active. Cependant dans 

le cas du FVIIa, d’autres conditions sont nécessaires pour obtenir un FVIIa complètement actif, 

telles que la complexation avec son cofacteur FT. En effet, la chaîne latérale de l’isoleucine 

153 est susceptible d’être modifiée chimiquement et son insertion dans le site actif du FVIIa 

est incomplète tant que le FT ne lie pas sur le FVIIa (194). Le FVIIa libre existe donc sous 

deux formes zymogène et complètement activée. La plupart des formes activées des facteurs 

de coagulation de type sérine protéase ont des demi-vies extrêmement courtes dans le 

plasma, de l’ordre de la minute, car le plasma contient des concentrations élevées d’inhibiteurs 
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de protéases. Cependant, le FVIIa libre circule majoritairement sous forme zymogène, moins 

d’1% circule sous forme complètement activée (195). Grâce à cette propriété, le FVIIa est 

moins sensible à l’action de la plupart des inhibiteurs de protéases plasmatiques (196). En 

conséquence, la demi-vie du FVIIa est extrêmement proche de celle du FVII, entre 2 et 3 

heures (197,198).  

 

2.4) Son cofacteur : le facteur tissulaire 

Le facteur tissulaire (FT) est une glycoprotéine transmembranaire impliquée dans l’initiation 

de la coagulation sanguine ainsi que dans la migration cellulaire et l’angiogenèse. Le FT, aussi 

appelé thromboplastine, facteur de la coagulation III ou CD142, est le principal initiateur de la 

génération de la thrombine via la fixation avec une très forte affinité au facteur VII activé ou 

non. Le gène codant le FT est situé sur le chromosome 1 en position 1p21-p22 (199). Il est 

constitué de 12400 pb et comprend 6 exons séparés par 5 introns. La partie codante du gène 

comprend 885 pb. L’expression du gène du FT est très complexe et régulée par de nombreux 

facteurs, comme l’hypoxie (200). Le facteur tissulaire est une glycoprotéine de 263 acides 

aminés dont la masse moléculaire est d’environ 46 kDa. Elle fait partie de la famille des 

récepteurs aux cytokines de classe II et est structurée en 3 domaines : un domaine 

extracellulaire N-terminal de 219 acides aminés (1 à 219), un domaine transmembranaire de 

22 acides aminés (220 à 242) et un domaine cytoplasmique C-terminal de 21 acides aminés 

(242 à 263) (201,202). Le cristallisation du domaine extracellulaire du FT (203) nous renseigne 

qu’il est constitué de deux domaines, N- et C-terminaux, reliés par un pont polypeptidique 

entre la proline 102 et l’asparagine 107. Chaque domaine est constitué de 7 brins β repartis 

en feuillets antiparallèles. Le domaine extracellulaire contient aussi 3 des 4 sites de N-

glycosylation que compte le FT (Asn 11, Asn 124, Asn 137) (204). La glycosylation protège le 

FT de sa dégradation protéolytique (205) et augmente son activité pro-coagulante (206). Le 

domaine extracellulaire contient également 2 domaines fibronectines de type III possédant 

chacun un pont disulfure. Le pont disulfure en N-terminal, Cystéine49- Cystéine57 (Cys49-

Cys57), est un pont de structure. En revanche, le pont disulfure en C-terminal, Cys186-

Cys209, est un pont fonctionnel de type allostérique (207). Des études de mutagenèse dirigée 

ont démontré le rôle du pont disulfure Cys186-Cys209 dans l’affinité du FT pour son ligand, le 

FVIIa (208,209). Il est également démontré que la suppression de ce pont disulfure modifie la 

structure conformationnelle du FT, avec une double conséquence fonctionnelle : la perte de 

l’activité pro-coagulante du FT et un « switch » vers une fonction de signalisation (210). 

L’implication du pont disulfure Cys186-Cys209 dans la dé-encryption du FT reste 

controversée. Le domaine intracytoplasmique du FT est très court, seulement 21 acides 

aminés. Il contient deux sites de phosphorylation : le site sérine 253(Ser253), site consensus 



35 

 

qui implique la protéine kinase C (PKC), et le site Ser258, indépendant de la PKC (211). Le 

domaine transmembranaire, riche en acides aminés hydrophobes, joue un rôle important dans 

l’ancrage du complexe FT/FVIIa à la surface cellulaire et donc dans l’expression de l’activité 

pro-coagulante du FT. En effet, une molécule de FT privée de domaine transmembranaire est 

incapable de lier et d’activer le FVII (212,213). De plus, ce domaine transmembranaire est 

requis pour l’auto-activation du FVII (214). Cet ancrage à la membrane se fait via une structure 

en hélice α, néanmoins cette hélice α n’a pas été décrite comme réellement important pour 

l’activité pro-coagulante du FT (215). En effet, l’ancrage du domaine extracellulaire du FT aux 

lipides de la membrane semble être suffisant pour rétablir une activité pro-coagulante de la 

protéine (216). Le domaine extracellulaire du FT est composé de deux domaines fibronectine 

de type III et est lié au domaine transmembranaire grâce à une séquence linker de 6 acides 

aminés. Cette séquence linker est suffisamment flexible pour permettre au domaine 

extracellulaire d’être découplé des domaines transmembranaire et intracellulaire au niveau 

conformationnel (217). L’activité pro-coagulante du FT n’est pas nécessairement corrélée à 

son niveau d’expression à la surface des cellules. Une importante proportion du FT est 

exprimée à la surface des cellules sous forme encryptée et il doit d’abord passer sous forme 

non encryptée.  

 

2.5) Les sites d’interactions et les changements de conformation du complexe 

FVIIa/FT 

2.5.1) L’activation allostérique du FVIIa 

L’association du FT avec le FVIIa entraîne une activation allostérique de la protéase, ce qui 

crée un dimère enzymatique dans lequel le FT est une sous-unité régulatrice et le FVIIa une 

sous-unité catalytique. L’activité amidolytique du FVIIa est augmentée d’environ 50 fois 

lorsque celui-ci est complexé au FT, ce qui indique que la formation de ce complexe entraîne 

des changements conformationnels à l’intérieur du site actif de l’enzyme (218). Le FVIIa en 

solution existe sous deux formes, une forme active dans laquelle la partie N-terminale de la 

chaîne lourde est insérée dans le site actif, et une forme dite zymogène dans laquelle cette 

partie N-terminale serait insérée incorrectement ou de manière incomplète dans le site actif . 

De nombreuses boucles dans le domaine protéase du FVIIa sont stabilisés après la liaison de 

l’enzyme au FT, grâce au réarrangement et au renforcement du réseau de liaisons hydrogènes 

(219,220). Ces changements structurels ne sont pas limités au domaine catalytique du FVIIa 

et concerne la majorité de la protéine, ce qui indique que la modulation allostérique du FVIIa 

par le FT est très importante. 
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2.5.2) L’importance des ions métalliques divalents  

Les ions Ca2+ sont requis pour l’assemblage et la fonctionnalité du complexe FVIIa/FT. Bien 

que le FT ne possède aucun site de liaison aux ions métalliques divalents, les ions Ca2+ 

peuvent occuper jusqu’à neuf sites de liaison sur le FVIIa. Parmi eux, sept sont présents dans 

le domaine Gla de l’enzyme et ils sont d’une importance critique pour la structure et la 

fonctionnalité de ce domaine. En particulier, la fixation des ions Ca2+ sur les acides aminés 

animés Gla induit la formation d’une boucle omega qui expose des acides aminés 

hydrophobes devant par la suite s’insérer dans la membrane phospholipidique (163,221). Les 

ions Ca2+ n’occupent tous les sites présents uniquement lorsqu’ils sont les seuls ions 

métalliques divalents présents. D’autres études de cristallographie ont montré que dans des 

concentrations physiologiques d’ions métalliques divalents, le domaine Gla du FVIIa lie entre 

4 à 5 ions Ca2+ et 2 à 3 ions Mg2+ (222,223). Néanmoins, il est important de noter que les ions 

Mg2+ seuls ne sont pas capables d’induire la structuration correcte du domaine Gla. Le fait que 

certains sites soient occupés in vivo par des ions Mg2+ malgré l’excès d’ions Ca2+ suggère 

l’existence d’un sous-groupe de sites liant de manière préférentielle les ions Mg2+. Les 

différences de spécificité des différents de liaison sont certainement dues à la géométrie de 

chaque site de liaison ainsi qu’aux différences de propriété de dureté entre les ions Ca2+ et 

Mg2+ (224). Les ions Mg2+ ont été montrés comme étant capable de moduler la liaison à la 

membrane et les propriétés enzymatiques des facteurs VIIa et IX (225,226). En dehors du 

domaine Gla du FVIIa, il existe aussi dans le domaine EGF1 de l’enzyme un site de liaison où 

se lie un ion Ca2+ et celui-ci ne peut pas être substitué par un ion Mg2+ (222). Cet ion Ca2+ est 

impliqué dans l’optimisation des interactions entre le FVIIa et le FT, en modulant l’orientation 

du domaine Gla du FVIIa par rapport au domaine EGF1 (227). Enfin, le dernier site de liaison 

aux ions métalliques divalents se trouve dans le domaine sérine-protéase du FVIIa. Ce site 

est occupé par un ion Ca2+ après l’activation allostérique de l’enzyme qui produit un 

réarrangement d’une boucle contenant ce site de liaison (219). Deux sites de liaison aux ions 

Zn2+ ont aussi été identifiés dans le domaine catalytique du FVIIa et la liaison d’ions Zn2+ dans 

ces sites provoque une inhibition de l’activité enzymatique du FVIIa ainsi que de sa liaison au 

FT (228).  

 

2.5.3) Le repositionnement du site actif du FVIIa 

In vivo, l’activité enzymatique du complexe FVIIa/FT intervient exclusivement à la surface des 

membranes de phospholipides. L’activité enzymatique du complexe est aussi dépendante des 

interactions des facteurs VIIa, IX et X avec la membrane de phospholipides via leurs domaines 

Gla. Des expériences de transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET) ont révélé 

que le FVIIa libre adopte une structure stable lorsqu’il est lié à la membrane de phospholipides, 

avec son site actif positionné approximativement 80 ångström (Å) au-dessus de la membrane 
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(229). Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus sur les protéines homologues 

FIXa et FXa (230,231). Lorsque le FT est lié au FVIIa, le site actif de celui-ci devient 6Å plus 

proche de la membrane que lorsque l’enzyme est libre, ce qui permet alors un alignement 

optimal de la triade d’acides aminés du site catalytique avec le site de clivage protéolytique du 

substrat. De manière surprenant, ce résultat n’est pas modifié dans d’autres expériences de 

FRET utilisant un FVIIa dépourvu de domaine Gla, ce qui démontre que le FT exerce son 

action de repositionnement du site actif du FVIIa même en absence d’interactions entre 

l’enzyme et la membrane de phospholipides (232). Au contraire, lorsque la distance entre le 

site actif du FVIIa et la membrane de phospholipides est supérieure à 80Å, l’activité 

protéolytique du complexe FVIIa/FT est grandement réduite sans pour autant que l’activité 

amidolytique soit elle diminuée. Cela indique que le repositionnement du site actif médié par 

le FT est extrêmement important pour l’activité de l’enzyme à l’encontre de substrats 

physiologiques tels que le FX (233).  

 

2.5.4) La stabilisation du FVIIa dans l’espace 

Le FVIIa libre est une molécule dynamique disposant une grande flexibilité entre ses différents 

domaines mais aussi à l’intérieur de ceux-ci (217). Outre le repositionnement du site actif du 

FVIIa, le FT intervient aussi dans une autre modulation allostérique importante du FVIIa, à 

savoir sa stabilisation dans l’espace. En effet, des simulations de dynamique moléculaire du 

complexe FVIIa/FT en présence de membrane de phospholipides montre que le FT réduit la 

flexibilité entre les domaines du FVIIa. Que ce soit en solution ou lié sur la membrane, le degré 

de mouvement du FVIIa est significativement réduit en présence de FT. La stabilisation de la 

boucle 170s, localisée dans le domaine catalytique au niveau du site d’interaction avec le FT, 

est importante pour l’activité amidolytique de l’enzyme (234,235). Le remplacement de cette 

boucle 170s par une boucle 170s tronquée provenant de la trypsine entraîne une 

augmentation de l’activité amidolytique du FVIIa même en absence de FT. Cela suggère que 

la stabilisation de la boucle 170 joue un rôle important dans l’activation allostérique du FVIIa 

par le FT (236). D’autres simulations de dynamique moléculaire ont permis de mettre en 

évidence que la liaison du FT au FVIIa aide l’insertion de l’isoleucine 153 dans le site actif du 

FVIIa et donc la stabilisation de la structure, même lorsque la partie N-terminale de la chaîne 

lourde n’est pas insérée dans ce même site actif. Enfin, des données de cristallographie ont 

démontré que la méthionine 306 du FVIIa joue à un rôle important dans les interactions avec 

le FT, notamment la diminution de flexibilité de la boucle 170 après formation du complexe 

FVIIa/FT (237,238).  
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2.5.5) Les interactions entre le FT et les substrats macromoléculaires 

En plus du rôle du FT dans l’activation allostérique du FVIIa, les interactions entre la région 

exosite du FT et des substrats macromoléculaires sont aussi impliquées dans l’activité 

catalytique du complexe FVIIa/FT. Les substrats physiologiques connus du complexe FVIIa/FT 

sont les facteurs VII, IX et X, ainsi que certains récepteurs de la famille des PAR (Protease 

Activated Receptor). La mutation de certains acides aminés du FT entraîne une diminution de 

l’activation des substrats physiologiques précédemment cités sans pour autant impacter 

l’activité amidolytique du FVIIa (239). Plusieurs structures cristallographiques ont mis en 

évidence une boucle flexible du FT entre les acides aminés 159 à 165, et les acides aminés 

présents à l’intérieur ou à proximité de cette boucle ont été montrés comme ayant une 

importance critique pour l’activité protéolytique du complexe FVIIa/FT (222,237). De manière 

intéressante, la mutation de la glycine 164 du FT par une alanine perturbe grandement l’activité 

protéolytique du complexe FVIIa/FT, suggérant ainsi que la flexibilité apportée par la présence 

de la glycine à cette position de la séquence est très importante pour la reconnaissance des 

substrats macromoléculaires (240). Les deux lysines 165 et 166 du FT ont aussi été montrées 

comme étant importantes pour la reconnaissance et la liaison des substrats. En effet, la 

mutation d’un seul de ces deux acides aminés est suffisante pour entraîner une diminution 

significative de l’activité cofacteur du FT (239,241,242). Des structures cristallographiques ont 

permis de montrer que ces deux lysines sont orientées à l’opposé l’une de l’autre, avec la 

lysine 165 pointant vers le FVIIa et la lysine 166 pointant vers la région exosite de liaison aux 

substrats du FT (237). La formation d’un pont salin entre la lysine 165 du FT et l’acide γ-

carboxyglutamique 35 du FVIIa démontre que l’interaction du FT avec le domaine Gla du FVIIa 

module la reconnaissance des substrats par le complexe (223). L’ensemble de ces 

observations suggèrent que la partie C-terminale du domaine extracellulaire du FT interagit 

directement avec les facteurs IX et X via leur domaine Gla et que la présence du domaine Gla 

du FVIIa module ces interactions, que ce soit directement ou indirectement. De plus, les acides 

aminés du FT impliqués dans les interactions avec les substrats FIX et FX sont similaires ou 

identiques à ceux qui interagissent avec le FVII lors de l’autoactivation du FVII médiée par le 

FT, ce qui indique que le mécanisme de liaison est similaire (243).  
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2.6) Utilisation du FVIIa recombinant (rFVIIa) dans l’hémophilie A 

Comme il l’a été évoqué dans une partie précédente, le rFVIIa est utilisé comme traitement 

chez les patients hémophiles A présentant des inhibiteurs afin qu’ils puissent être à nouveau 

traités tout comme les patients ne présentant pas d’inhibiteurs.  

 

2.6.1) Le développement du rFVIIa 

Dans le début des années 1980, il a été montré que le FVIIa pouvait être exprimé dans des 

cellules BHK (244,245). Ce qui est intéressant, c’est que le FVIIa a été identifié comme l’un 

des facteurs de coagulation actifs ayant le moins de risques de provoquer des effets 

secondaires thromboemboliques (246). C’est pourquoi la firme Novo Nordisk développa l’idée 

de produire du FVIIa de manière recombinante afin de l’utiliser pour le traitement des patients 

hémophiles et ce projet fût approuvé en 1985. Dans la même période de temps, l’effet 

hémostatique du FVIIa exogène purifié à partir de plasma a pu être observé sur des patients 

hémophiles A présentant des inhibiteurs (246,247). Après un travail de caractérisation de la 

pharmacodynamique et de la pharmacocinétique du rFVIIa pendant plusieurs années 

(129,197,248,249), les premiers patients hémophiles avec inhibiteurs ont pu être traités avec 

succès avec du rFVIIa en 1988 (250,251). Après une série d’essais cliniques effectués par 

Novo Nordisk, le rFVIIa de la firme, renommé Novoseven®, fût finalement approuvé comme 

traitement en Europe, aux Etats-Unis et au Japon, entre les années 1996 et 2000. 

 

2.6.2) Le mécanisme d’action du rFVIIa 

Malgré son efficacité en tant que traitement, le mécanisme d’action du rFVIIa n’était pas 

parfaitement connu. En effet, il a été observé que le rFVIIa était capable de normaliser des 

tests de temps de coagulation dans des plasmas de patients hémophiles avec inhibiteurs si 

des phospholipides artificiels étaient aussi ajoutés au milieu réactionnel. Des résultats 

similaires ont été observés dans un autre test de temps de coagulation réalisé en absence de 

FT (252). Ces observations ont permis d’émettre l’hypothèse que le rFVIIa est capable de lier 

soit le FT, soit les phospholipides membranaires ou soit les deux et que cette capacité est à 

l’origine de son efficacité en tant que traitement (253). Le rFVIIa est capable de se lier aux 

plaquettes avec une faible affinité et c’est cette propriété qui est utilisée lorsque des doses de 

rFVIIa sont administrées aux patients hémophiles (254). Il a été montré que la fonction pro-

coagulante des plaquettes varie grandement entre les individus, ainsi il a été suggéré que 

suivant les individus, la contribution plaquettaire peut être plus importante que la simple 

formation d’une surface propice à la génération de thrombine (255). Un certain nombre 

d’études ont par la suite corroboré l’importance de la liaison aux plaquettes pour l’activité du 

rFVIIa (253,255,256). Des données cliniques ont montré un effet hémostatique prolongé du 
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rFVIIa chez les patients hémophiles avec inhibiteurs traités (257). Cela a soulevé la 

problématique de comprendre comment cet effet pouvait être prolongé compte tenu de la 

courte demi-vie du rFVIIa dans la circulation (197). Des études dans des modèles murins ont 

suggéré que ce phénomène pouvait être dû à une localisation extravasculaire du rFVIIa 

(258,259). En effet, le rFVIIa s’associerait rapidement à l’endothélium via un récepteur 

endothélial à la protéine C. Une fois lié aux cellules endothéliales, le rFVIIa serait transféré 

dans les tissus périvasculaires entourant les vaisseaux sanguins, entraînant ainsi une 

rétention de rFVIIa dans les tissus pendant une certaine période de temps. La localisation du 

rFVIIa dans ces espaces extravasculaires, et surtout dans des régions contenant des cellules 

exprimant du FT (259), permettrait ainsi de résoudre rapidement les micro-saignements et 

ainsi prolonger son effet hémostatique apparent. 

 

 

3) L’ANTICORPS BISPECIFIQUE EMICIZUMAB 

L’emicizumab, aussi appelé ACE910 ou Hemlibra ®, est un anticorps bispécifique, c’est-à-dire 

un anticorps capable de reconnaître deux épitopes d’antigènes différents. Il s’agit d’un 

anticorps monoclonal mimant l’activité du FVIIIa. Dans ce chapitre je décrirai comment 

l’emicizumab a été produit et comment il fonctionne. 

3.1) Structure d’immunoglobuline conventionnelle  

Les immunoglobulines, ou anticorps, sont des glycoprotéines présentes à des concentrations 

élevées dans la partie sérique du sang. De par leur statut de glycoprotéines, les immunoglo-

bulines sont composées en majorité de polypeptides mais aussi de différents sucres se liant 

à la structure protéique. Le système immunitaire des mammifères à sa disposition 5 grandes 

classes ou isotypes d’immunoglobulines qui se différencient par la structure de leurs régions 

constantes mais aussi leur fonction dans la réponse immunitaire. Ce sont les immunoglobu-

lines de classe A, D, E, G et M (IgA, IgD, IgE, IgG et IgM) (260). Il est aussi important de noter 

qu’en plus d’isotypes d’immunoglobulines, il existe aussi des allotypes pouvant être considérés 

comme des sous-classes des différents isotypes précédemment mentionnés. Ainsi la classe 

d’IgG peut être divisée en quatre allotypes principaux, IgG1 à IgG4, numérotés suivante l’ordre 

décroissant de leur abondance dans le plasma (261). Dans le cadre d’une partie concernant 

l’anticorps emicizumab, seule la structure conventionnelle d’une IgG sera brièvement présen-

tée ici. Les IgG représentent la majorité des immunoglobulines présentes dans le plasma, 

environ 80% d’entre elles. Ce sont des molécules en forme de Y constituées de quatre chaînes 

polypeptidiques, deux chaînes lourdes H (pour Heavy) d’environ 50 kDa et deux chaînes lé-

gères L (pour Light) d’environ 25 kDa, ce qui donne des IgG ayant un poids moléculaire d’en-

viron 150 kDa. Les deux chaînes lourdes sont identiques entre elles, tout comme les deux 
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chaînes légères, et ces différentes chaînes sont reliées entre elles par des ponts disulfures. 

Ces ponts disulfures servent à la fois à relier les deux chaînes lourdes entre elles mais aussi 

à relier chaque chaîne lourde à une chaîne légère et fonctionnent de la même manière que 

des charnières flexibles, permettant aux différentes chaînes d’avoir un certain degré de liberté 

les unes par rapport aux autres. Chaque chaîne lourde ou légère est constituée de plusieurs 

domaines globulaires d’environ 110 acides aminés organisés en deux séries de feuillets  -

plissés antiparallèles. Le repliement de chacun de ces domaines globulaires est stabilisé par 

un pont disulfure qui est cette fois intra-chaîne. Une fois correctement repliés les domaines 

des chaînes lourdes s’alignent avec ceux des chaînes légères pour former une structure cy-

lindrique caractéristique des immunoglobulines, appelée « immunoglobulin fold » (262,263). 

Les immunoglobulines représentent la famille de protéines dont il existe le plus de séquences 

connues. Grâce à l’analyse des séquences de milliers de molécules d’immunoglobulines, il est 

possible de distinguer plusieurs régions dans ces protéines. La partie N-terminale des diffé-

rentes chaînes présente une variabilité très importante de séquences, alors que dans la partie 

restante des différentes chaînes les séquences ne présentent que peu de variation. Il est alors 

distingué des régions hypervariables (VH ou VL suivant la chaîne en question) et des régions 

constantes (CH1/CH2/CH3 ou CL suivant la chaîne en question) (264). La combinaison des 

régions hypervariables d'une chaîne lourde et d'une chaîne légère forme le paratope, c’est à 

dire le site de reconnaissance et de liaison de l’anticorps à une partie de l'antigène appelée 

l’épitope. Au vu de leur structure en Y les immunoglobulines disposent donc de deux para-

topes, un par bras. Le squelette de l’immunoglobuline, formé des trois régions constantes de 

chaque chaîne lourde et de la région constante de chaque chaîne légère, est quant à lui im-

pliqué dans des fonctions effectrices telles que l’activation du système du complément ou la 

fixation à des récepteurs spécifiques ou encore la régulation de la demi-vie de la protéine (265) 

(Figure 9). 
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Figure 9 : Structure conventionnelle d'IgG. L'immunoglobuline est formée par deux chaînes 
lourdes (en bleu) et deux chaînes légères (en orange). Les deux chaînes lourdes sont reliées 
entre elles par deux ponts disulfures présents au niveau de la région charnière dite "hinge". 
Cette région charnière relie les deux parties d'une même chaîne lourde. Les couples de chaîne 
lourde et chaîne légère sont aussi reliés entre eux par un pont disulfure. Chaque chaîne lourde 
ou légère est composée d'une partie constante et d'une partie hypervariable. Les domaines de 
la partie constante de la chaîne lourde sont nommés CH et ils sont au nombre de trois, de CH1 
à CH3 (en bleu clair). Des ponts disulfures sont présents dans chaque domaine CH. Le domaine 
hypervariable VH (en bleu foncé) est directement adjacent au domaine CH1. L'organisation des 
chaînes légères est similaire, un domaine constant unique CL (en orange clair) et un domaine 
hypervariable VL (en orange foncé). La région formée par un couple de domaine VH/VL est 
appelé paratope, elle constitue le lieu d'interaction spécifique avec l'épitope d'un antigène 
donné.  

 

Les régions hypervariables de chaque chaîne lourde ou légère VH ou VL sont constituées de 

trois petites régions hypervariables qui ont un rôle majeur dans la détermination de la 

complémentarité de reconnaissance avec l’épitope de l’antigène. Il s’agit des régions CDR 

(Complementary-Determining Regions) 1 à 3 dont la numérotation est déterminée d'après leur 

position dans la séquence peptidique. Ces trois régions CDR sont séparées et encadrées par 

quatre régions très conservées ayant un rôle de charpente et de stabilisation, les régions FR 

(Framework Regions) 1 à 4 : FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Les régions CDR 
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forment des boucles à l’extrémité des immunoglobulines, créant ainsi une surface propice à la 

liaison avec un antigène. Ces boucles formées varient en composition d’acides aminés ou 

encore en longueur selon les anticorps, elles sont donc à l’origine de la spécificité de liaison 

des anticorps. Le site de liaison à l’antigène de chaque anticorps n’est cependant déterminé 

et formé qu’après juxtaposition des six régions CDR d'un bras (3 sur la chaîne lourde et 3 sur 

la chaîne légère) (266). Néanmoins, bien que les régions CDR soient les actrices majeures 

responsables de la spécificité des anticorps, les régions hypervariables dans leur entièreté 

sont nécessaires pour une présentation correcte du site de liaison. En effet, des mutations 

dans la séquence en dehors des séquences CDR sont capables d’influencer plus ou moins 

l’affinité d’un anticorps pour son antigène d’intérêt (267).  

3.2) Synthèse et mode d’action de l’emicizumab 

L’emicizumab contient un bras capable de reconnaître le FIX humain activé ou non et un bras 

capable de reconnaître le FX humain activé ou non. Pour arriver à la génération de cet anti-

corps bispécifique, 200 anticorps monoclonaux ont été obtenus à partir d’animaux immunisés 

avec soit du FIXa humain, soit du FX humain. Les régions hypervariables VH de ces anticorps 

ont ensuite été combinées à des chaînes lourdes d’IgG2 ou IgG4 humaines. Les régions hy-

pervariables VL de ces mêmes anticorps ont quant à elles été fusionnées à des chaînes lé-

gères humaines d’isotype κ ou λ. Suite aux différentes combinaisons possibles à partir de ces 

anticorps obtenus après immunisation, 40000 IgG bispécifiques comprenant différentes com-

binaisons de chaînes lourdes et chaînes légères avec des régions hypervariables anti-FIXa 

humain et anti-FX humain ont été exprimées. Chaque IgG bispécifique a été exprimée après 

transfections simultanées de 4 plasmides (2 codants pour une chaîne lourde et une chaîne 

légère anti-FIXa humain et 2 codants pour une chaîne lourde et une chaîne légère anti-FX 

humain) dans des cellules HEK293. Parmi tous ces IgG, un total de 94 anticorps bispécifiques 

présentant une activité mimétique du FVIIIa humain, et donc favorisant avec succès la géné-

ration de FXa humain, ont été identifiés. Après de multiples étapes visant à identifier les 

chaînes légères et les charpentes d’IgG ayant une correspondance optimale avec les diffé-

rentes chaînes lourdes sélectionnées, un anticorps nommé BS15L a été choisi comme candi-

dat principal (268). Ce BS15L a pour caractéristiques d’être constitué d’une chaîne lourde de 

rat avec une région hypervariable anti-FIX humain et d’une chaîne lourde de souris avec une 

région hypervariable anti-FX humain, toutes deux greffées sur une charpente d’IgG4 humain. 

Afin de former un anticorps bispécifique conventionnel, cet anticorps à chaîne lourde bispéci-

fique a été combiné avec une chaîne légère humaine d’isotype κ dont la région hypervariable 

a été substituée par une région hypervariable hybride rat/souris.  
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Figure 10 : Schéma d'interaction de l'emicizumab avec le FIXa (en orange) et le FX (en vert). Le 
FIXa et le FX sont fixés à la membrane de phospholipides via leur domaine Gla. L'emicizumab 
est un anticorps bispécifique, il peut donc reconnaître deux épitopes différents. Un premier 
paratope dirigé contre le FIXa reconnaît le domaine EGF1 du FIXa, tandis que le second para-
tope dirigé contre le FX reconnaît le domaine EGF2 du FX. La présence de l'emicizumab permet 
un rapprochement du FIXa et du FX suffisant pour que le FX soit activé. Le FIXa clive le peptide 
d’activation du FX, ce qui entraîne un changement de conformation du zymogène qui devient 
une enzyme active. 

Par la suite, ce BS15L a subi plusieurs étapes d’optimisation telles qu’une étape d’humanisa-

tion, une amélioration de son activité mimétique du FVIIIa humain par mutagénèse dirigée sur 

certains acides aminés spécifiques, une amélioration de ses propriétés pharmacocinétiques 

ou encore une amélioration de sa capacité à être purifié et de sa solubilité (268). Après toutes 

ces étapes, l’anticorps BS15L devint l’anticorps ACE910 avant d’être connu sous son actuel 

nom d’emicizumab. En comparaison du FVIII, le mécanisme d’action de l’emicizumab est re-

lativement simple : celui-ci interagit simultanément avec le FIXa et le FX humains et facilite 

ainsi la génération de FXa humain en augmentant la proximité de l’enzyme et de son substrat 

(153) (Figure 10). Plus de détails seront donnés dans une revue que je présenterai dans la 

partie « Résultats expérimentaux et articles ». 
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3.3) Comparaison des propriétés moléculaires de l’emicizumab et du FVIIIa 

Puisque le FVIIIa humain et l’emicizumab sont tous deux capables d’augmenter la génération 

de FXa humain, je vais faire une comparaison plus approfondie des propriétés moléculaires 

des deux protéines. En effet, ce sont deux protéines très différentes en termes de structure et 

de régulation, c’est pourquoi elles peuvent agir différemment durant la coagulation (Figure 11). 

 

 

Figure 11 : Comparaison des caractéristiques du complexe FVIIIa/FIXa/FX à celles du complexe 
emicizumab/FIXa/FX. 
 

3.3.1) Interactions avec FIX/FX et stœchiométrie du complexe tenase  

Les sites d’interaction du FVIIIa humain et de l’emicizumab avec les facteurs IXa et X humains 

se sont pas identiques. En effet, les interactions du FVIIIa avec le FIXa ou le FX se font toutes 

deux par l’intermédiaire de plusieurs sites distincts localisés sur les chaînes légères et lourdes 

des différentes protéines. A titre de comparaison, l’emicizumab ne se lie qu’à un seul site sur 

chaque protéine qu’il reconnaît, un site dans le domaine EGF1 du FIX/FIXa humain et un site 

dans le domaine EGF2 du FX/FXa humain (269). Les concentrations plasmatiques des 

différents acteurs du complexe tenase sont d’environ 90 nM pour le FIX, environ 135 nM pour 

le FX et environ 0,4 nM pour le FVIII. Cela implique donc que la quantité de FXa générée par 

le complexe tenase est directement corrélée et limitée par la quantité de FVIIIa formée lors de 

la coagulation. Concernant l’emicizumab, la concentration lors d’un traitement prophylactique 

est de l’ordre de 370 nM dans le plasma (122). Par conséquent, le facteur limitant de la réaction 
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n’est plus la quantité de FVIIIa formée mais la quantité de FIXa formée. C’est une notion 

importante à retenir pour l’interprétation de l’activité de l’emicizumab dans différents tests 

d’activité car la génération de FIXa est variable entre ces différents tests. 

 

3.3.2) Spécificité de liaison et affinité d’interactions 

Les FIX et FVIII nécessitent une activation protéolytique avant que le complexe tenase puisse 

s’assembler. Ces activations protéolytiques sont nécessaires pour libérer le FVIII du FvW mais 

aussi pour convertir les FIX et FVIII dans leur conformation active. De plus, le FVIIIa n’est pas 

capable d’interagir avec le FX non activé (56). Ainsi, l’activation du FVIII peut être considérée 

comme la mise en fonctionnement du complexe tenase. L’affinité du FVIIIa pour le FIXa et le 

FX est bien plus forte que celle mesurée entre l’emicizumab et les acteurs du complexe tenase. 

En effet, le FVIIIa lie le FIXa avec une affinité d’environ 15 nM et le FX avec une affinité d’en-

viron 300 nM (56,270). Dans le cas de l’emicizumab ces affinités de liaison sont respective-

ment d’environ 1,5 µM et 1,8 µM (269). Il est aussi crucial de noter que la distinction entre 

protéines zymogènes et protéines activées n’existe pas pour l’emicizumab car celui-ci est ca-

pable de lier avec des affinités similaires le FIX/FIXa humain (Kd respectivement égal à 1,6 

µM et 1,5 µM) mais aussi le FX/FXa humain (Kd respectivement égal à 1,9 µM et 1,0 µM) 

(269). Puisque l’anticorps bispécifique reconnaît à la fois le FIX humain zymogène et le FIX 

humain activé, cela implique que l’anticorps est toujours actif tant que du FIXa humain est 

présent.  

3.3.3) Activité cofacteur et régulation  

Activité cofacteur : Le FVIIIa participe à l’augmentation de génération de FXa de trois manières 

différentes, c’est-à-dire en favorisant la localisation du FIXa à la surface de phospholipides, en 

permettant la correcte stabilisation et orientation du site actif du FIXa et en formant un pont 

entre le FIXa et le FX. En revanche, l’emicizumab lui est incapable de réaliser les deux pre-

miers rôles du FVIIIa et son rôle se retrouve limiter à uniquement former un pont entre l’enzyme 

et son substrat. L’amplitude de l’effet cofacteur du FVIIIa sur l’augmentation de l’activité cata-

lytique du FIXa est souvent déterminée dans des tests utilisant des protéines purifiées. En 

général, le FVIIIa est capable d’augmenter entre 1000 à 1 million de fois l’activité du FIXa. A 

titre de comparaison, la détermination de l’effet cofacteur de l’emicizumab donne des valeurs 

environ 10 fois plus faibles que celles obtenues avec le FVIIIa (153).  

Régulation : L’activité du complexe tenase peut être inhibée de différentes manières. Le com-

plexe tenase naturel ou par le complexe tenase avec l’emicizumab ont pour similarité que le 

FIXa est sensible à l’inhibition par des protéines anticoagulantes telles que l’antithrombine ou 

la protéase nexine 2 (271,272). Néanmoins, le complexe tenase naturel possède un second 

mécanisme de régulation où l’activité cofacteur du FVIIIa est neutralisée par deux voies 
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d’inactivation, l’une due à la dissociation spontanée du domaine A2 du FVIIIa et l’autre due à 

la dégradation protéolytique provoquée par différentes sérine-protéases, telles que la protéine 

C activée. 

3.4) Détermination de l’effet de l’emicizumab dans des tests d’activité 

Plusieurs tests d’activité existent pour mesurer l’activité du FVIII, tels que le test de temps de 

céphaline avec activateur (TCA), le test de génération de thrombine (TGT), le test chromogé-

nique du FVIII ou encore l’analyse des formes d’onde des caillots formés. La difficulté princi-

pale concernant l’emicizumab est d’obtenir un équivalent FVIII, c’est-à-dire de corréler son 

activité dans les différents tests d’activité à une valeur comparable d’activité FVIII. En effet, 

tous ces tests ont été conçus sur le fait que le FVIII est le facteur limitant du complexe tenase. 

De plus, les quantités de FIXa générées au cours de ces tests est sensiblement variable d’un 

test à un autre mais aussi d’un réactif à un autre. Puisque nous savons que le FIXa devient le 

facteur limitant de la réaction dans le cadre d’un complexe tenase avec emicizumab, des va-

riations de sa concentration impacte directement l’efficacité de l’emicizumab. Il est alors aisé 

de déduire qu’une même concentration d’emicizumab peut être équivalente à une activité FVIII 

plus ou moins élevée, suivant les tests et réactifs utilisés (273,274) (Figure 12). 
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Figure 12 : Schéma explicatif des tests in vitro de génération de thrombine (TGT, à gauche) et 
de temps de céphalines avec activateur (TCA, à droite). Ces tests sont utilisés pour déterminer 
l'effet de l'emicizumab in vitro. Dans le test TGT, l'ajout de phospholipides, d'ions calcium et 
d'un activateur (ici le facteur tissulaire) permet de déclencher la coagulation dans le plasma 
testé. Un substrat fluorescent clivable par la thrombine est ajouté au plasma testé. La 
génération de thrombine au cours du temps à partir de prothrombine est directement corrélée 
au clivage de ce substrat fluorescent par cette même thrombine. Dans le test TCA, la 
coagulation est déclenchée par le système contact via l'ajout dans le plasma testé de 
phospholipides, d'ions calcium et d'une surface chargée négativement (ici le kaolin). 
L'activation du système contact entraîne l'activation des facteurs VIII et IX, et a fortiori la 
génération de thrombine. Cette thrombine générée déclenche la formation d'un caillot de 
fibrine au fond de la cuve qui va être en mesure d'arrêter le mouvement de la bille magnétique. 
Le temps nécessaire à l'arrêt de la bille magnétique correspond ainsi au temps de coagulation 
du plasma testé. L'utilisation de l'emicizumab dans ces deux tests donnent des résultats 
extrêmement variables. Ainsi, pour une concentration thérapeutique d'emicizumab de 3 
mg/kg, l'effet de l'emicizumab dans le test TGT est équivalent à 5-10% de FVIII alors qu'il est 
équivalent à 100% de FVIII dans le test TCA (données tirées de Soeda et al. WFH, 2014).  
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3.5) Détermination de l’effet de l’emicizumab dans des essais cliniques 

Le premier essai clinique de phase I réalisé chez l’Homme a été complété en 2015 sur 64 

volontaires sains et non-hémophiles. Ces individus reçurent une unique injection sous-cutanée 

de placebo ou d’emicizumab à des doses comprises entre 0,001 et 1 mg/kg (275). La distribu-

tion de l’emicizumab suit un profil pharmacocinétique linéaire et la demi-vie de la protéine est 

estimée à approximativement 30 jours, indépendamment de la dose injectée. Aucun effet in-

désirable sévère et aucun trouble d’hypercoagulation n’ont été enregistrés. Des tests ex vivo 

ont été effectués sur les plasmas des participants, dont le FVIII a été préalablement neutralisé. 

La présence d’emicizumab dans le plasma permet un raccourcissement du temps de coagu-

lation dans le cadre d’un test TCA, ainsi qu’une augmentation de la hauteur du pic de généra-

tion de thrombine dans le cadre d’un test TGT, de manière dose-dépendante dans chacun des 

tests. Un autre essai clinique de phase I a été réalisé en 2016, cette fois sur 18 patients hé-

mophiles A dont 11 qui présentaient des anticorps inhibiteurs. Ces patients reçurent une fois 

par semaine pendant douze semaines une injection sous-cutanée d’emicizumab à des doses 

comprises entre 0,3 et 3 mg/kg (276). Le principal sujet d’étude de l’essai clinique était le 

nombre d’évènements hémorragiques annualisé. Une diminution très importante du nombre 

d’évènements hémorragiques annualisé médian a été observé dans l’ensemble des groupes 

traités. Une absence de saignements a été observé chez 8 patients sur 11 dans le groupe 

présentant des inhibiteurs anti-FVIII et chez 5 patients sur 7 dans le groupe ne présentant pas 

d’inhibiteurs. Aucun effet indésirable sévère et aucun trouble d’hypercoagulation n’ont été en-

registrés. Enfin, une étude pivot de phase III multicentrique nommée HAVEN a été réalisée 

sous la forme de quatre essais cliniques (HAVEN 1 à 4) afin d’évaluer l’efficacité, l’absence 

de risque et la pharmacocinétique d’une prophylaxie utilisant l’emicizumab en comparaison 

d’une absence de prophylaxie chez des patients hémophiles A (122,277–279). Les volontaires 

étaient soit des patients hémophiles A avec inhibiteurs (HAVEN 1 et HAVEN 2), soit des pa-

tients hémophiles A sans inhibiteurs (HAVEN 3 et HAVEN 4). Les patients, quel que soit l’essai 

clinique, reçurent une dose initiale d’emicizumab de 3 mg/kg une fois par semaine pendant 

quatre semaines. Ils reçurent ensuite différentes doses d’emicizumab en prophylaxie, soit 1,5 

mg/kg chaque semaine, soit 3 mg/kg toutes les deux semaines, soit 6 mg/kg toutes les quatre 

semaines. Les résultats obtenus sur les quatre essais cliniques concordent entre eux, une 

diminution significative du nombre d’évènements hémorragiques annualisé est enregistrée, 

entre 87% à 99% en comparaison de groupes contrôles n’ayant pas reçu de traitement pro-

phylactique. Cinq effets indésirables sévères ont été enregistrés dans l’essai HAVEN 1 (trois 

microangiopathies thrombotiques et deux évènements thrombotiques). Ils concernent des pa-

tientes hémophiles A et ils ont été associés à l’utilisation de doses de complexe 
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prothrombotique activé supérieures à 100 U/kg/24h dans le cadre du traitement de saigne-

ments intermenstruels. Néanmoins, aucun effet indésirable sévère et aucun trouble d’hyper-

coagulation n’ont été enregistrés dans les trois autres essais cliniques de l’étude. 

 

4) LES ANTICORPS À DOMAINE UNIQUE OU NANOBODIES 

Les anticorps conventionnels sont des outils thérapeutiques très utiles de par leurs propriétés 

intéressantes. Il existe cependant dans certaines espèces des anticorps particuliers dont les 

propriétés sont à la fois similaires et différentes de celles des anticorps conventionnels. Tout 

comme les anticorps conventionnels, ces anticorps particuliers peuvent être des outils 

thérapeutiques très intéressants. 

 

4.1) Mise en évidence des anticorps à chaîne lourde 

 4.1.1) Les anticorps à chaîne lourde chez les camélidés 

 
En 1987, des protéines de bas poids moléculaires ont été découvertes dans des préparations 

de plasma de dromadaires visant à l’étude des immunoglobulines de ces animaux. Ces pro-

téines présentaient un poids moléculaire plus bas que les immunoglobulines de dromadaires 

et ont donc été nommées dans un premier temps protéines immunoglobuline-like (280). Puis 

il a été décrit que les animaux de la famille des camélidés (Camelidae) produisent aussi 

d’autres sortes d’anticorps fonctionnels et structurellement différents des anticorps conven-

tionnels. Cette famille des camélidés regroupe entre autres les dromadaires (Camelus drome-

darius), les chameaux (Camelus bactrianus), les lamas (Lama glama), les alpaca (Lama pa-

cos), les guanacos (Lama guanicoe) et les vigognes (Lama vicugna). Ces anticorps sont uni-

quement formés de deux chaînes lourdes identiques et ils sont aussi dépourvus de chaînes 

légères dans leur structure. Ils furent donc nommés anticorps à chaîne lourde (281). Chez les 

camélidés, il existe trois isotypes d’immunoglobulines G, les immunoglobulines G1 correspon-

dent aux immunoglobulines conventionnelles tandis que G2 et G3 correspondent à des anti-

corps à chaîne lourde. Ainsi, la proportion d’anticorps à chaîne lourde a été estimée entre 25 

et 50% suivant les espèces d’animaux de cette famille (282,283). Ces anticorps particuliers 

ont un poids moléculaire d’environ 80 kDa. Cette différence de poids en comparaison des 

anticorps conventionnels s’explique par l’absence de chaînes légères dans leur structure, mais 

aussi par le fait que leurs chaînes lourdes sont seulement organisées en 3 domaines, et non 

4 comme chez les anticorps conventionnels. En effet, leurs chaînes lourdes sont composées 

d’un domaine hypervariable VHH et deux domaines constants CH2 et CH3, mais le domaine 

constant CH1 est lui absent de leur structure. De par cette absence de chaînes légères, les 

propriétés de reconnaissance et liaison d’antigènes de ces anticorps sont uniquement dues à 
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l’unique région hypervariable VHH (Heavy chain only Variable domain) et non pas à un couple 

de régions hypervariables VH/VL comme dans les anticorps conventionnels (281). L’absence 

de domaine constant CH1 fait que le domaine hypervariable VHH est directement relié au 

domaine constant CH2 au niveau de la région charnière flexible. Deux séquences distinctes 

de région charnière sont retrouvées chez les camélidés et elles codent pour des régions char-

nières de tailles différentes. La région charnière dite « longue » est retrouvée chez les anti-

corps à chaîne lourde d’isotype IgG2 et la région charnière dite « courte » est retrouvée chez 

les anticorps à chaîne lourde d’isotype IgG3 (284) (Figure 13). 

 

Figure 13 : A) Représentation schématique des différentes sous-classes d’IgG présentes chez la 
famille des camélidés. Les camélidés possèdent des anticorps conventionnels IgG1 et des 
anticorps à chaîne lourde, dits à "charnière longue" IgG2 ou à "charnière courte" IgG3. Ces 
anticorps à chaîne lourde ne possèdent pas de chaînes légères, leurs chaîne lourdes sont plus 
courtes d'un domaine CH et le domaine hypervariable est un domaine VHH différent du 
domaine hypervariable VH. B) Représentation schématique des différentes sous-classes d’IgG 
présentes chez l’humain, numérotées de IgG1 à IgG4 selon leur abondance relative 
décroissante dans le plasma. 
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L'absence du domaine constant CH1 dans les anticorps à chaîne lourde est probablement 

directement liée à l'absence de chaîne légère. En effet, lors de la synthèse d’anticorps con-

ventionnels, les chaînes lourdes sont retenues dans un premier temps dans le RE, par l'inte-

raction de leur domaine constant CH1 avec des protéines chaperonnes. Par la suite, ces pro-

téines chaperonnes sont déplacées par les chaînes légères afin de permettre la formation puis 

la sécrétion des anticorps conventionnels (285). Dans le cas des anticorps à chaîne lourde, la 

suppression du domaine constant CH1 est donc essentielle à leur sécrétion, pour pallier à 

l’absence des chaînes légères. En effet, une mutation est présente dans le gène codant pour 

la chaîne lourde d’isotype IgG2 ou IgG3 au niveau de la séquence d’épissage bordant l’exon 

CH1, ce qui conduit à la suppression de celui-ci lors de l’épissage de l’ARNm correspondant 

(284,286).  

 

 4.1.2) Les anticorps à chaîne lourde chez d’autres espèces animales 

 
Des immunoglobulines dépourvues de chaînes légères d’environ 175 kDa ont aussi été ob-

servés dans certaines espèces de poissons cartilagineux tels que le requin-nourrice (Gingly-

mostoma cirratum) ou le requin-tapis (Orectolobus maculates) (287,288). Ces immunoglobu-

lines sont appelées IgNAR (Novel Antigen Receptor) et diffèrent quelque peu des anticorps à 

chaîne lourde des camélidés dans leur structure (289). En effet, les chaînes lourdes de ces 

IgNAR comptent cinq domaines constants CH1 à 5, contre seulement deux chez les caméli-

dés. De plus, leur région hypervariable nommée V-NAR ne présente que 25% d’homologie de 

séquence avec des régions hypervariables de chaînes lourdes de mammifères. De manière 

surprenante, elles ne présentent pas non plus une homologie très élevée avec des régions 

hypervariables de chaînes lourdes provenant d’autres immunoglobulines de poissons cartila-

gineux (288,290). Au contraire, elles présentent une homologie de séquence avec des régions 

hypervariables de chaînes légères mais aussi des régions variables de récepteurs de cellules 

T (287).  

 

4.2) Mise en évidence des nanobodies 

 4.2.1) Structure des nanobodies 

 
Comme expliqué précédemment, le site de reconnaissance et fixation à l’antigène des anti-

corps à chaîne lourde est constitué uniquement par le domaine hypervariable VHH. L’expres-

sion recombinante d’un domaine hypervariable VHH permet d’obtenir un anticorps à domaine 

unique soluble de dimensions nanométriques, aussi appelé pour cette raison Nanobody. Mal-

gré leur petite taille et leur poids moléculaire de l’ordre de 15 kDa, ces nanobodies présentent 
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des caractéristiques fonctionnelles, telles que l’affinité et la spécificité, très similaires et com-

parables à celles d’anticorps conventionnels (291). En termes d’affinité, ils sont capables de 

reconnaître des antigènes avec des affinités de l’ordre du nanomolaire ou même inférieur au 

nanomolaire (292,293). Des analyses de séquences et de structures de ces domaines VHH 

ont révélé qu’ils partageaient plusieurs caractéristiques avec les domaines VH conventionnels 

(294,295). En effet, tout comme les domaines VH, les domaines VHH sont organisés en trois 

régions CDR1 à 3, impliquées dans la liaison à l’antigène, et quatre régions FR1 à 4 qui for-

ment le cœur structurel du domaine hypervariable. Les acides aminés qui déterminent le re-

pliement du domaine hypervariable des anticorps sont conservés dans les domaines VHH. 

Ainsi, une bonne homologie peut être observée lors de la superposition de la structure tridi-

mensionnelle d’un domaine VHH sur celle d’un domaine VH conventionnel (294,296,297). Ce-

pendant, il existe certaines différences notables entre les domaines VHH et VH (298). Premiè-

rement, la différence la plus caractéristique concerne quatre acides aminés dans la région FR2 

qui sont substitués dans le domaine VHH. Dans le domaine VH, ces quatre acides aminés 

sont extrêmement conservés et forment une interface hydrophobe permettant des interactions 

hydrophobes entre les domaines VH et VL des anticorps conventionnels (295,299). Au con-

traire dans le domaine VHH, la substitution de ces quatre acides aminés augmente l’hydrophi-

lie globale de la région FR2, ce qui se traduit par la solubilité accrue des domaines VHH dans 

des milieux aqueux. En effet, les domaines VH ont tendance à agréger lorsqu’ils sont exprimés 

en absence de partenaires VL (300). Deuxièmement, la partie N-terminale des régions CDR1 

sont plus variables dans un domaine VHH que dans un domaine VH (301,302). Les régions 

CDR1 et 2 de domaine VHH sont capables d’adopter des structures canoniques alternatives, 

différentes de celles observées dans un domaine VH (298,303). De plus, les régions CDR de 

domaine VHH sont en général plus longues que leurs équivalents de domaine VH (301,302). 

Enfin, la diversité des paratopes des anticorps conventionnels provient principalement de la 

combinaison d’un domaine VH et d’un domaine VL, il serait donc juste de s’attendre à ce que 

cette diversité soit moins élevée dans les anticorps à chaîne lourde. Néanmoins, grâce à leur 

plus grande taille des régions CDR1 et CDR3, les domaines VHH voient leur diversité de con-

formations augmentaient, compensant ainsi la limite précédemment évoquée (304). Dans les 

anticorps conventionnels les six régions CDR de chaque couple de domaines VH/VL contri-

buent quasiment à parts égales à la reconnaissance de l'épitope. En revanche dans les anti-

corps à chaîne lourde, la part du CDR3 prédomine puisqu’il participe pour 60 à 80 % au contact 

avec l'épitope (304) (Figure 14). 
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Figure 14 : A) Schéma de comparaison des structures des domaines VH et VHH. Les deux 
domaines hypervariables sont composés de la même manière de quatre domaines constants 
FR1 à FR4 et de trois domaines variables CDR1 à CDR3. Néanmoins, les domaines CDR1 et CDR3 
sont significativement plus longs dans les domaines VHH. De plus, ils sont reliés par un pont 
disulfure stabilisateur, représenté par le crochet orange. B) Structure cristallisée des domaines 
VH et VHH montrent que l'agencement des domaines dans l'espace est similaire entre les deux 
types de domaines.  

 

 4.2.2) Génétique des nanobodies 

 
La diversité du répertoire des anticorps a été mis en évidence avec la découverte dans les 

années 1970 de gènes dits de variabilité V, de diversité D et de jonctions JH et leur 

réarrangement au cours du développement des lymphocytes B, cet évènement est appelé 

réarrangement VDJ (305,306). Les régions variables des anticorps conventionnels sont 

obtenues par le réarrangement soit de fragments génomiques V, D et J pour les chaînes 

lourdes, soit de fragments génomiques V et J pour les chaînes légères. Ces fragments 

génomiques se situent dans le locus H du génome des camélidés, en amont des séquences 

codant pour les domaines constants CH1 à 3. Pour les anticorps à chaîne lourde, ce sont des 

fragments génomiques V spécifiques qui sont réarrangés avec les fragments D et J classiques 

(307). De plus, comme nous l’avons évoqué précédemment, le domaine constant CH1 est 

éliminé de l’ARNm par épissage alternatif. Cet épissage ne semble pas nécessiter de facteurs 

cellulaires propres aux camélidés puisque le transfert d'un gène réarrangé d’anticorps à chaîne 
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lourde dans des cellules de souris en culture a abouti à la production d’anticorps à chaîne 

lourde fonctionnels (307). Cela indique que l'environnement nucléotidique de l’exon codant 

pour le domaine constant CH1 contient son propre signal d’épissage. Puisque la jonction des 

fragments génomiques V-D-J permet la formation de la région CDR3 et que les fragments 

génomiques D et J sont communs aux domaines VH et VHH, des domaines VHH avec des 

régions CDR3 courtes doivent aussi générés en même temps que les domaines VHH 

présentant des régions CDR3 longues. Cependant, leur faible proportion dans la population 

de domaines VHH suggère que les lymphocytes B les exprimant sont probablement moins 

sélectionnés lors de l'amplification clonale des lymphocytes après l'exposition à l'antigène. En 

plus de cette diversité due aux réarrangements de gènes au cours du développement des 

lymphocytes B dans les organes lymphoïdes centraux, la diversité du répertoire peut être 

encore augmentée grâce à l'hypermutation somatique qui intervient dans les organes 

lymphoïdes périphériques lors de la réponse immunitaire. Enfin, les régions CDR1 des 

domaines VHH contiennent deux sites d'hypermutation somatique supplémentaires par 

rapport à leurs homologues présents dans les domaines VH. Cela contribue à ce que les 

anticorps à chaîne lourde aient un répertoire de reconnaissance comparable à celui des 

anticorps conventionnels (304) (Figure 15). 

 

 

Figure 15 : Schéma explicatif de la recombinaison VDJ. Un certain nombre de segments V, D et 
J sont présents dans le génome, en amont des séquences codant les domaines constants (en 
bleu) des anticorps. Il se produit tout d'abord une recombinaison entre un segment D (en vert) 
et un segment J (en jaune) particuliers, parmi tous ceux disponibles. Ce segment DJ va ensuite 
être recombiné avec un segment V (en rouge) particulier. La juxtaposition de ces trois segments 
particuliers forme la séquence du futur VH. Ces séquences d'ADN sont ensuite transcrites en 
ARNm, qui sera à son tour traduit en protéine. Cette protéine est un anticorps disposant un 
domaine hypervariable VH unique, obtenu grâce à la recombinaison VDJ.  



56 

 

 

4.3) Utilisations et applications des nanobodies  

4.3.1) Caractérisations des propriétés des nanobodies 

 

Le premier et principal avantage des nanobodies réside dans leur petite structure monomé-

rique. Cela simplifie considérablement leur clonage à partir des ARNm des lymphocytes B 

mais aussi leur expression recombinante, sous différentes formes et dans différents orga-

nismes (bactéries, levures, plantes, cellules animales) (308,309). Leur petite taille leur confère 

une pénétration tissulaire bien meilleure que celle des anticorps classiques et leur permet 

même de passer la barrière hémato-encéphalique (310). Le domaine VHH peut se lier dans 

les sites actifs d’enzymes et les épitopes cryptiques, bien souvent hors d’atteinte des anticorps 

conventionnels (311,312). Cet accès à des épitopes enfouis est possible grâce à leur propen-

sion à reconnaître des structures concaves grâce à leur forme convexe (313). Les domaines 

VHH possèdent aussi certains avantages physico-chimiques tels qu’une stabilité thermique à 

haute température. Les domaines VHH semblent être capables d’endurer de longues incuba-

tions à des températures pouvant approcher 90°C, un dépliement structurel provoqué par les 

hautes températures est réversible et les domaines VHH redeviennent fonctionnels lorsque la 

température baisse suffisamment pour que le repliement de leur structure s’effectue (314). 

Certains nanobodies sont même capables de conserver leur capacité de liaison à l’antigène 

malgré ces hautes températures (291). De la même manière, le dépliement structurel des do-

maines VHH provoqué par des agents chimiques est aussi parfaitement réversible (315). A 

titre de comparaison, les anticorps conventionnels perdent leur fonctionnalité dans des condi-

tions similaires car le dépliement structurel est irréversible dans leur cas. 

4.3.2) Applications en recherche, diagnostic et thérapeutique 

Il ne s’agit pas ici d’établir une liste exhaustive des applications des nanobodies mais 

simplement de montrer la diversité de leurs applications. La première application des 

nanobodies qui peut être citée est leur utilisation dans le domaine de l’imagerie. En effet l’une 

des premières applications dans ce domaine a été de marquer des antigènes in vivo au niveau 

de différents compartiments intracellulaires grâce à des nanobodies fusionnés à une protéine 

fluorescente (316) ou à des fluorochromes de type Alexa, à des quatum dots (317), à des 

atomes d’or (318) ou encore des radio-isotopes (319). Leurs applications en tant qu’outils 

d'imagerie sont multiples, allant de la biologie cellulaire à l'imagerie médicale (320). D’autres 

avancées font état de la possibilité d'utiliser les nanobodies pour l'imagerie cellulaire 

dynamique à très haute résolution (318,321). Dans un domaine tout à fait différent, les 

nanobodies sont aussi des bons outils pour les études de structure de protéines, notamment 
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en raison de leur capacité à favoriser la cristallisation de protéines récalcitrantes, soit en 

augmentant leur solubilité, soit en stabilisant des régions flexibles (322). Ainsi, des nanobodies 

ont par exemple permis l’obtention de la structure cristallographique de la protéine PrP du 

prion humain par le blocage de sa région N-terminale flexible (323). De plus, les nanobodies 

sont des protéines présentant une grande solubilité, ce qui réduit le risque des cristaux de 

nanobodies non complexés à leur cible. Cette propriété permit le développement de la 

cristallographie dite « assistée par des nanobodies » et donc l'obtention de structures 

cristallographiques dans des délais plus courts que les délais habituels (324). Enfin, les 

propriétés de liaison des nanobodies sont aussi utilisés dans des différentes approches in vitro 

et in vivo. In vitro, ces propriétés sont applicables à des approches biochimiques, telle que la 

purification de protéines ou de complexes protéiques. In vivo, des approches 

d'immunomodulation ont été développées afin de modifier la fonction de protéines cellulaires 

(325,326). Il est aussi possible d’induire la dégradation spécifique de protéines fusionnées à 

la GFP en les adressant au protéasome (327), de suivre et cibler des enzymes in vivo (328) 

ou encore de relocaliser des protéines voire des organites entiers dans des cellules (329,330).  
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L’objectif de ma thèse a été de travailler sur deux types d’anticorps : un nanobody dirigé car 

le FVIIa et l’emicizumab. Dans la première partie, je me suis intéressé à cribler, identifier et 

caractériser un nanodody fixant et inhibant le FVIIa et dans la seconde partie j’ai évalué dans 

un modèle de saignement chez la souris, l’effet de l’emicizumab en combinaison avec du FVIII. 

 

Avant de présenter les différents articles sur lesquels j’ai travaillé, je vais présenter une revue 

traitant des anticorps en tant que traitements dans le cadre de l’hémophilie A. La thérapie de 

remplacement utilisant du FVIII a été prouvée comme étant efficace dans le traitement de la 

maladie. Cependant, cette approche n’est pas exempte d’inconvénients, tels que les injections 

fréquentes de FVIII ou encore le développement d’anticorps inhibiteurs chez 20-30% des pa-

tients avec une hémophilie A sévère. De nouvelles thérapies de l’hémophilie A utilisant des 

anticorps et non pas des facteurs de coagulation ont été développées, afin d’élargir le choix 

de traitements disponibles. Dans cette revue nous nous sommes intéressés plus particulière-

ment à un anticorps bispécifique servant de pont entre le FIXa et le FX, à des anticorps mo-

noclonaux bloquant la fonction du TFPI et à une protéine de fusion FVIII/nanobody ayant une 

liaison significativement augmentée pour le FvW.  
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Premier article 

 

Développement d’un nanobody inhibiteur du FVIIa de la coagulation 

 

Publication : Ferrière S, Kawecki C, Ottavi JF, Denis CV, Kauskot A, Christophe OD, Lenting 

PJ. J Thromb Haemost. 2019 Dec;17(12):2035-2046. doi: 10.1111/jth.14615. 

 

Etat de l’art et questions 

L’hémophilie A résulte de l’absence fonctionnelle du facteur VIII (FVIII) de la coagulation. Le 

traitement fait appel à une thérapie de substitution utilisant des concentrés de FVIII. Toutefois 

des agents court-circuitant le FVIII sont parfois nécessaires, tels que le FVIIa. L’activité pro-

téolytique et amidolytique du FVIIa est grandement augmentée lorsqu’il est lié à son cofacteur 

FT. Bien que cliniquement efficace, le mécanisme d’action du FVIIa in vivo est sujet à débats 

depuis de nombreuses années. Son activité est-elle dépendante ou indépendante de son co-

facteur FT ? De nombreuses observations expérimentales montrent une activité du FVIIa lo-

calisée au niveau de la surface des plaquettes, selon un mécanisme indépendant du FT. Néan-

moins, l’hypothèse que le FVIIa ait une activité dépendante du FT dans certaines conditions 

ne peut être écartée. 

Afin de répondre à cette question, nous avons donc eu pour objectif d’isoler un nanobody 

spécifique pour le FVIIa libre plutôt que le FVIIa complexé au FT et de le caractériser. Pour 

cela nous avons criblé une banque de nanobodies de lama par phage display.  
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Résultats/conclusions 

Le développement et la caractérisation d’un fragment d’anticorps à domaine unique a permis 

de mettre en évidence que ce VHH inhibe le facteur VIIa de la coagulation. Ce nanobody, 

nommé KB-FVIIa-004 a été sélectionné pour des études plus poussées. Ce nanobody se lie 

de manière spécifique au FVIIa mais pas à son précurseur le FVII ni à des protéines homo-

logues telles que la prothrombine, le facteur X ou leurs dérivés actifs. Au niveau de son effet 

inhibiteur, le KB-FVIIa-004 s’est révélé être un inhibiteur efficace de l’activité du FVIIa dans 

différents tests (concentration inhibitrice à 50% à 60±4 nM). Des analyses cinétiques ont révélé 

que le KB-FVIIa-004 agissait comme un inhibiteur compétitif, suggérant qu’il interagit avec une 

région très proche ou même dans le site actif du FVIIa. En effet, quasiment aucune liaison 

résiduelle du nanobody pour le FVIIa n’a été observée quand le site actif du FVIIa était bloqué 

par un inhibiteur général des sérines protéases. L’étape suivante a consisté à analyser l’effet 

du facteur tissulaire, le cofacteur qui stimule l’activité du FVIIa. De manière intéressante, l’effet 

inhibiteur du KB-FVIIa-004 était fortement réduit en présence de facteur tissulaire (concentra-

tion inhibitrice à 50% >10 mM). Il semble donc que le facteur tissulaire induise un changement 

de conformation dans le site actif du FVIIa qui modifie le site de liaison du nanobody.  

En conclusion, nous avons généré un nanobody se liant spécifiquement au site actif du FVIIa. 

L’intérêt de cet anticorps est qu’il pourrait nous permettre de détecter la présence et la phar-

macocinétique du FVIIa libre après traitement des patients hémophiles A avec cette protéine. 



79 

 

Second article 

 

Un modèle murin d’hémophilie A pour l’évaluation 

de la fonction de l’emicizumab in vivo 

 

Publication : Ferrière S, Peyron I, Christophe OD, Kawecki C, Casari C, Muczynski V, 

Nathwani A, Kauskot A, Lenting PJ, Denis CV.  

Blood. 2020 May 5:blood.2019004334. doi: 10.1182/blood.2019004334. 

 

Etat de l’art et questions 

L’hémophilie A résulte de l’absence fonctionnelle du FVIII de la coagulation. Le traitement fait 

appel à une thérapie de substitution utilisant des concentrés de FVIII. Toutefois des agents 

court-circuitant le FVIII sont parfois nécessaires, tels que des concentrés de facteurs de la 

coagulation activés. Depuis quelques années, une nouvelle approche a été développée, con-

sistant dans le développement d’outils anticorps capables de mimer l’activité cofacteur du 

FVIIIa, tels que l’anticorps bispécifique emicizumab. Bien qu’il soit actuellement de plus en 

plus utilisé dans le traitement de l’hémophilie A, la fonction de l’emicizumab in vivo reste en-

core à être étudiée. Les différents tests in vitro actuellement utilisés pour caractériser sa fonc-

tion ne sont pas adaptés et ne permettent pas une prédiction fiable de l’activité FVIII-like de 

l’emicizumab. De plus, la reconnaissance sélective de l’emicizumab pour les facteurs IX et X 

humains limite les modèles animaux dans lesquels sa fonction pourrait être étudiée. Nous 

avons eu pour objectif de développer un modèle murin hémophile A spécifique dans lequel la 

fonction de l’emicizumab pourrait être caractérisée in vivo. Pour vérifier la pertinence de ce 

modèle, nous avons évalué la perte de sang chez ces animaux en comparaison d’animaux 

contrôles dans différents tests de temps de coagulation. 
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Résultats/conclusions 

Le développement et la caractérisation de ce modèle murin hémophilie A ont permis de mettre 

en évidence de nouvelles informations relatives à la fonction de l’emicizumab in vivo. Dans un 

premier temps, des souris hémophiles A reçoivent par voie intraveineuse deux injections en 

amont du test de « tail-clip », une première injection d’emicizumab 24 heures avant et une 

seconde injection de hFIX et hFX 5 minutes avant. Cette première approche permet d’obtenir 

des niveaux circulants constants d’emicizumab (0,7-19 mg/dL pour des doses injectées com-

prises entre 0,5-10 mg/kg), de hFIX et hFX (respectivement 85 et 101 U/dL pour une dose 

injectée de 100 U/kg). Les doses d’emicizumab supérieures ou égales à 1,5 mg/kg réduisent 

de façon significative la perte de sang chez ces souris dans le cadre du test de « tail-clip ». 

Néanmoins, la réduction observée est incomplète en comparaison de celle observée chez des 

souris hémophiles A traitées avec des concentrés de FVIII. De plus, aucune différence d’effi-

cacité n’a été observée entre ces différentes doses d’emicizumab. Le plasma de ces souris 

présente dans des tests in vitro (TGT et TCA dilué) une activité FVIII-like similaire à celle 

enregistrée dans des échantillons de plasmas humains contenant de l’emicizumab. A partir de 

ce modèle, nous avons été en mesure de déduire une activité FVIII-like de l’emicizumab cor-

respondant à une dose de FVIII de 4,5 U/kg. De manière surprenante, lorsqu’il est combiné 

avec une faible dose de FVIII de l’ordre de 5 U/kg, l’emicizumab est capable d’apporter une 

activité additionnelle permettant l’arrêt complet du saignement. En conclusion, nous avons 

donc été en mesure de développer et caractériser un modèle murin robuste qui peut être utilisé 

pour l’évaluation de l’action in vivo de l’emicizumab, seul ou combiné avec d’autres agents 

pro-coagulants. 
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L’apparition d’anticorps dirigés contre le FVIII thérapeutique injecté demeure une des compli-

cations la plus redoutées chez le patient hémophile A. La nécessité de pouvoir traiter des 

patients hémophiles A présentant de tels anticorps a motivé le développement d’agents thé-

rapeutiques contournant l’effet du FVIII. Durant ma thèse, j'ai eu pour objectif l'étude du mode 

d'action de deux de ces agents thérapeutiques contournant l'effet du FVIII.  

Premièrement, je me suis intéressé à mettre en évidence de façon plus précise le mécanisme 

d'action in vivo du FVIIa recombinant (Novoseven, rFVIIa). En effet, le rFVIIa est utilisé depuis 

un peu plus de vingt ans dans le traitement de l’hémophilie A chez les patients présentant des 

inhibiteurs. Bien que son efficacité en clinique ait été prouvé, le mode d'action exact reste flou 

et différentes possibilités ont été décrites dans la littérature. Ces discussions sont principale-

ment liées à la question de savoir si l'action thérapeutique du rFVIIa chez les patients hémo-

philes repose sur une formation ou non d’un complexe avec le FT. Cette question a été sou-

levée car les niveaux thérapeutiques de rFVIIa sont élevés de plusieurs ordres de grandeur 

que les niveaux de FVIIa endogène. Savoir si le mode d'action du rFVIIa nécessite ou non la 

formation d’un complexe avec le FT est important car cela permettrait de développer des va-

riants améliorés de cet agent thérapeutique. Dans une première partie de ma thèse, je me suis 

intéressé à caractériser la dépendance du rFVIIa au FT via un anticorps, de type nanobody, 

dirigé contre le FVIIa aussi bien in vitro que in vivo.  

Dans une seconde partie, j'ai développé un modèle in vivo chez la souris afin d’évaluer le 

mécanisme d’action de l'emicizumab. En effet, l’utilisation de l’anticorps bispécifique dans le 

traitement de l’hémophilie A, avec ou sans inhibiteurs, est de plus en plus répandue. L'emi-

cizumab mime dans une certaine mesure la fonction de cofacteur du FVIII dans l'activation du 

FX médiée par le FIXa. Cependant, il lui manque certaines des propriétés que possède le 

FVIII. Par conséquent, son potentiel de cofacteur est moins élevé que celui du FVIII. Les efforts 

visant à estimer de manière fiable l'équivalence en FVIII de l'emicizumab dans les tests in vitro 

ont échoué, car des valeurs comprises entre 10 % et plus de 100 % d'activité de type FVIII ont 

été obtenues dans les différents tests. Cette divergence provient du fait que les tests in vitro 

utilisent les différentes propriétés du FVIII, ils ne sont donc pas adaptés aux propriétés de 

l'emicizumab. Pour ce faire, il était nécessaire de disposer d'un modèle animal accessible, 

dans lequel l'activité cofacteur de l'emicizumab pourrait être abordée de manière impartiale. 

La haute spécificité de l’emicizumab pour les facteurs IX et X humains limite son utilisation 

actuelle aux modèles primates d’hémophilie A acquise, des modèles difficiles d’accès. C’est 

pourquoi il était intéressant de développer une approche in vivo chez la souris.  
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PROJET 1 : Caractérisation de la dépendance du rFVIIa pour le FT à l’aide de nanobo-

dies 

Les remarquables propriétés structurales, fonctionnelles et physico-chimiques des nanobo-

dies en font des outils extrêmement utiles pour la recherche fondamentale, le diagnostic ou 

encore la thérapie. Depuis leur découverte il y a un peu plus de vingt ans, leur popularité a 

grandement augmenté et le champ de leurs utilisations est maintenant particulièrement vaste. 

Dans le contexte de l’hémostase, un certain nombre de nanobodies ont été développés en 

tant qu’outils de recherche. Leur capacité à pouvoir reconnaître des épitopes normalement 

hors d’atteinte des traditionnels anticorps monoclonaux a poussé leur utilisation dans l’identi-

fication de conformations spécifiques de protéines de l’hémostase, telles que le FVIIa. Plu-

sieurs anticorps IgG classiques dirigés contre le FVIIa ont été développés et bien que pour la 

plupart ils reconnaissent sans distinction le FVII et le FVIIa, certains de ces anticorps ont tout 

de même été décrits comme étant spécifique de la forme activée du FVII. Il est possible de 

citer un anticorps se liant préférentiellement au FVIIa tout en étant capable de stimuler l’activité 

de l’enzyme (331) ou encore un anticorps polyclonal inhibiteur dirigé contre la partie C-termi-

nale de la chaîne légère du FVIIa (332) qui reste inhibiteur en présence de FT. Qu'en est-il 

dans le domaine des nanobodies ? Des travaux existent déjà sur la description d’un nanobody 

liant uniquement le FVIIa et pas le FVII (333). Cependant, plusieurs détails sont manquants, 

nous ne savons ni si ce nanobody a un effet inhibiteur, ni ce potentiel effet inhibiteur est affecté 

ou non par la présence de FT. Néanmoins, ce nanobody s'est révélé être un excellent outil 

pour mesurer les concentrations de FVIIa dans différentes cohortes de patients. Au laboratoire 

nous nous sommes intéressés au mode d’action du FVIIa in vivo, nous avons cherché à mettre 

en évidence si le mode d’action de l’enzyme était principalement dépendant ou indépendant 

du cofacteur FT. C’est pourquoi nous avons décidé de générer des nanobodies capables de 

reconnaître le FVIIa plutôt que le FVII, mais aussi le FVIIa libre plutôt que le FVIIa complexé 

au FT.  

 

a) Génération de nanobodies spécifiques du FVIIa 

Nous avons construit des librairies de nanobodies à partir des lymphocytes obtenus d’un lama 

préalablement immunisé contre le FVIIa. Nous avons sélectionné ces librairies contre du 

rFVIIa purifié selon la technique de phage display afin d’obtenir ses nanobodies reconnaissant 

le FVIIa. Au terme de la procédure, 18 nanobodies uniques ont été obtenus. Cependant, les 

tests de spécificité que nous avons réalisés ont montré que seul un nanobody parmi ces 18 

était capable de reconnaître le FVIIa de manière spécifique. En ce qui concerne les autres 

nanobodies, bien qu’ils étaient capables de reconnaître le FVIIa, ils étaient aussi capables de 
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lier avec une affinité similaire le FIXa, le FXa ou encore la thrombine. Puisque les facteurs de 

coagulation vitamine K-dépendants présentent une homologie de structure, il est possible 

d’obtenir des nanobodies qui ne sont pas spécifiques d’un seul facteur vitamine K-dépendant 

si l’épitope reconnu est conservé entre tous les facteurs de cette famille. Afin d’obtenir un plus 

grand nombre de nanobodies spécifiques du FVIIa, nous aurions pu réaliser une étape de 

sélection négative avant l’étape de sélection avec le FVIIa, en utilisant par exemple un mé-

lange de FIXa, FXa et thrombine. Ainsi, il aurait été possible d’éliminer une partie des nano-

bodies non spécifiques, ce qui aurait permis à d’autres nanobodies potentiellement plus spé-

cifiques du FVIIa d’être sélectionnés.  

 

b) Etude de l’effet inhibiteur du nanobody KB-FVIIa-004 

Nous nous sommes par la suite intéressés à la caractérisation du nanobody reconnaissant 

spécifiquement le FVIIa, que nous avons renommé KB-FVIIa-004. Les tests in vitro ont permis 

de montrer la spécificité de liaison du nanobody sur le FVIIa et non du FVII. En effet, dans les 

différents tests in vitro réalisés nous avons montré que la liaison du nanobody à la forme zy-

mogène du FVII mais également aux formes zymogènes et activées de différents facteurs de 

coagulation vitamine K-dépendants était faible. Il en était de même pour l’effet inhibiteur du 

nanobody, uniquement présent à l’encontre du FVIIa et non pas d’autres facteurs de coagula-

tion vitamine K-dépendants activés. Cela témoigne que le site de fixation du nanobody sur le 

FVIIa n’est pas formé d’une séquence qui serait conservée entre les différents facteurs de 

coagulation vitamine K-dépendants et qu’il est présent sur une région du FVIIa qui n’est pas 

exposée avant son activation. Au cours de nos analyses, nous avons remarqué de manière 

inattendue que l'activité inhibitrice du KB-FVIIa-004 dépendait fortement de la présence ou de 

l'absence de TF. La liaison du FT au FVIIa induit d’importants changements de conformation 

de l’enzyme tels que son activation allostérique, le repositionnement de son site actif, sa sta-

bilisation dans l’espace etc. Il est très probable que le site de fixation du nanobody sur le FVIIa 

disparaisse suite à ces changements de conformation.  

 

c) Caractérisation du site de fixation du nanobody sur le FVIIa 

Le site exact de fixation sur le FVIIa est un élément qu’il reste à déterminer bien que plusieurs 

hypothèses s’offrent à nous (Figure 16). Tout d’abord, il est envisageable que le site de fixation 

puisse se trouver au sein du site actif du FVIIa. Il s’agirait dans ce cas d’une inhibition directe 

de l’activité du FVIIa. Les expériences d’inhibition du FVIIa par le nanobody nous ont permis 

de déterminer que l’inhibition provoquée par le nanobody était très probablement une inhibition 
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compétitive, c’est-à-dire une inhibition faisant intervenir directement le site actif de l’enzyme. 

De plus, les expériences que nous avons réalisé avec l’inhibiteur irréversible de site actif de 

sérine-protéase PPACK ont montré une diminution de liaison et d’inhibition du nanobody sur 

le FVIIa lorsque celui-ci est lié au PPACK de manière covalente. Néanmoins, le PPACK est 

une molécule volumineuse de par son groupement chlorométhylcétone, sa présence dans le 

site actif d’une sérine-protéase interdit l’accès à celui-ci mais peut aussi perturber l’accès aux 

régions périphériques très proches. C’est pourquoi il est aussi possible que le site de fixation 

du nanobody ne soit pas directement dans le site actif du FVIIa mais sur une zone du domaine 

catalytique très proche du site actif. Au contraire de l’hypothèse précédente, il est aussi envi-

sageable que le site de fixation du nanobody sur le FVIIa soit localisé sur une région éloignée 

du site actif. Il s’agirait dans ce cas d’une inhibition indirecte de l’activité du FVIIa. Un autre 

type de sites de liaison présent sur le domaine catalytique du FVIIa sont les exosites, c’est-à-

dire des sites secondaires de liaison aux substrats. En effet, deux inhibiteurs d’exosites nom-

més E-76 et A-183 ont été caractérisés, tous deux se lient sur des exosites présents sur le 

domaine catalytique mais différents du site actif. La liaison de l’un de ces inhibiteurs d’exosites 

au FVIIa entraîne une diminution significative de l’activité amidolytique et protéolytique de l’en-

zyme (334,335). Cependant, cet effet inhibiteur est observable que le FVIIa soit libre ou com-

plexé au FT, ce qui est très différent des résultats que nous avons obtenus. De plus, l’inhibition 

provoquée par des inhibiteurs d’exosites n’est pas une inhibition compétitive mais une inhibi-

tion non compétitive. Hors du cadre du domaine catalytique, nous pouvons nous pencher sur 

des sites de fixation présents sur les domaines de la chaîne lourde du FVIIa. La liaison des 

facteurs de coagulation vitamine K-dépendants à une membrane phospholipidique via leur 

domaine Gla est importante pour leur activité enzymatique in vivo. Nous pouvons envisager 

que le nanobody reconnaisse un site de fixation sur le domaine Gla du FVIIa, par exemple 

un site de fixation aux ions Ca2+, ce qui entraînerait une perte de liaison du FVIIa aux phos-

pholipides et limiterait ainsi son efficacité enzymatique. En effet, la fixation des ions Ca2+ sur 

les acides aminés animés Gla induit la formation d’une boucle omega qui expose des acides 

aminés hydrophobes devant par la suite s’insérer dans la membrane phospholipidique. Il a été 

décrit que le FT permet un repositionnement du site actif du FVIIa après sa liaison à l’enzyme, 

ce qui permet alors un alignement optimal de la triade d’acides aminés du site actif du FVIIa 

avec le site de clivage protéolytique des substrats physiologiques. Cependant, cette observa-

tion a été aussi été retrouvée avec un variant de FVIIa dépourvu de domaine Gla, ce qui dé-

montre que le FT peut exercer cette action de repositionnement du site actif du FVIIa même 

en absence d’interactions entre l’enzyme et la membrane de phospholipides (232). De plus, 

dans la situation où le FVIIa n’est pas lié aux phospholipides, bien que l’activité protéolytique 

du FVIIa soit diminuée, l’activité amidolytique n’est quant à elle pas impactée (233). Cela va à 

l’encontre de nos résultats où nous montrons un important effet inhibiteur du nanobody sur 
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l’activité protéolytique mais aussi amidolytique du FVIIa. D’après les résultats que nous avons 

obtenus, l’hypothèse la plus probable est celle qui concerne une liaison du nanobody dans 

le site actif du FVIIa, ou tout du moins sur une région périphérique très proche du site actif. 

Afin de conclure plus efficacement sur cette question, il sera nécessaire d’entreprendre des 

études de cristallographie pour identifier le site de fixation exact du nanobody sur le FVIIa. 

 

Figure 16 : Structure schématique des potentielles interactions entre le nanobody KB-FVIIa-
004 (représenté en gris) et le FVIIa (représenté avec un domaine Gla vert, un domaine EGF1 
cyan, un domaine EGF2 orange et un domaine catalytique bleu foncé). Les annotations dans 
les encadrés de couleur verte correspondent à des arguments étayant l’hypothèse 
correspondante. Au contraire, les annotations dans les encadrés de couleur rouge 
correspondent à des arguments réfutant l’hypothèse correspondante.  
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d) Étude du mécanisme d’action in vivo du FVIIa  

La caractéristique unique de notre nanobody lui permettant de bloquer l’activité du FVIIa en 

l'absence mais non en présence de FT pouvait être utile pour mieux comprendre la physiologie 

de l'activité du FVIIa, non pas seulement dans des tests in vitro mais aussi dans des tests in 

vivo et notamment le temps de saignement mesurer à la queue ou «  tail-clip ». Plus précisé-

ment, nous avons décidé d’expliciter à l’aide de ce nanobody l’activité in vivo du rFVIIa dans 

un modèle murin afin de déterminer si son effet thérapeutique dans du plasma déficient en 

FVIII est principalement FT-dépendant ou -indépendant ? Afin de préparer les expériences in 

vivo, une construction de fusion formée du nanobody et d’albumine humaine nommée 004-

HSA a été générée. En effet, les nanobodies ont une durée de vie très courte dans l’organisme, 

de par leur petite taille ils sont éliminés rapidement par le système rénal. La présence d’albu-

mine permet d’avoir une demi-vie bien prolongée. Trois hypothèses s’offraient à nous concer-

nant ce test de « tail-clip ». Premièrement, si les souris déficientes en FVIII injectées avec du 

rFVIIa préalablement inhibé par le 004-HSA perdaient autant de sang que des souris défi-

cientes en FVIII injectées avec la même dose de rFVIIa non inhibé, cela voudrait dire que 

l’inhibition provoquée par le nanobody était levée par la liaison entre le rFVIIa et le FT. Cela 

indiquerait donc que dans ces conditions expérimentales, l’activité in vivo du rFVIIa est de 

manière prédominante dépendante du FT. Au contraire, si les souris déficientes en FVIII in-

jectées avec du rFVIIa préalablement inhibé par le 004-HSA perdaient autant de sang que des 

souris déficientes en FVIII ne recevant pas de rFVIIa, cela voudrait dire que l’inhibition provo-

quée par le nanobody était toujours présente malgré la présence de FT. Cela indiquerait donc 

que dans ces conditions expérimentales, l’activité in vivo du rFVIIa est de manière prédomi-

nante indépendante du FT. Enfin, si les résultats étaient compris entre les deux hypothèses 

précédentes, cela indiquerait que l’activité in vivo du rFVIIa est possible en présence comme 

en absence de FT. Les souris déficientes en FVIII injectées avec du rFVIIa préalablement 

inhibé par le 004-HSA se sont comportées de manière similaire à la seconde hypothèse, nous 

avons conclu que dans nos conditions expérimentales l’effet thérapeutique du rFVIIa était 

principalement indépendant de la présence du FT. Dans un tel cas de figure, ce serait 

l’interaction du rFVIIa avec les phospholipides plaquettaires qui serait importante pour l’activité 

de l’enzyme. Cette hypothèse a déjà été étudiée par le passé et plus récemment, Enoksson 

et al. l’ont à nouveau étudiée (336). Normalement, le rFVIIa a une affinité limitée pour les pla-

quettes activées. Cependant, ils ont montré qu’augmenter l’affinité du rFVIIa pour la surface 

des plaquettes, par le biais de la conjugaison du rFVIIa avec un fragment d’anticorps (Fab) 

reconnaissant un récepteur plaquettaire TLT-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid 

cells-like Transcript-1) uniquement présent à la surface des plaquettes activées, ils ont réussi 

à augmenter l’affinité du rFVIIa pour les plaquettes activées. Ils ont ensuite montré que cette 
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augmentation d’affinité se traduisait par une augmentation de l’activité du rFVIIa de l’ordre de 

50 fois, que ce soit dans des tests in vitro ou in vivo.  

 

e) Limites de notre étude in vivo 

Cependant, nos observations in vivo doivent être interprétées avec soin car notre modèle ani-

mal possède une limitation. En effet, la compatibilité du rFVIIa humain avec le FT de différentes 

espèces a été étudiée et il en ressort que l’interaction entre le rFVIIa et le FT murin est plus 

que limitée (337). Cette différence de fonctionnalité entre les FT humain et murin a été étudiée. 

Il a été conclu que la région comprise entre les acides aminés 40 à 105 du FT humain était 

essentielle pour l’interaction avec le FVIIa humain, et qu’elle ne pouvait pas être remplacée 

par la séquence murine correspondante. Plus précisément, la large boucle située entre les 

acides aminés 83 et 94 est très proche de la région interagissant avec le domaine catalytique 

du FVIIa. Chez la souris, cette boucle est plus longue de six acides aminés, ce qui empêche 

un contact suffisant avec le domaine protéase du FVIIa humain, cela se traduisant directement 

par une très faible affinité du FT murin pour le FVIIa humain. Néanmoins, la concentration de 

rFVIIa utilisée dans nos tests était suffisamment élevée pour espérer obtenir une légère inte-

raction avec le FT murin. Nous avons été par la suite en mesure de montrer une inhibition de 

15 à 20% de la liaison entre le FVIIa et le nanobody par le FT murin. Nous avons conclu que 

malgré le biais de notre modèle animal, les résultats que nous avions obtenus restaient plau-

sibles. Afin de consolider nos résultats, ces expériences in vivo devraient être répétées dans 

un autre type de modèle murin, un modèle de souris des présentant à la fois un déficit en FVIII 

et une expression de FT humain. Parmi les souches existantes de souris humanisées pour le 

TF, la meilleure candidate est une souche générée grâce au « knock-in » du gène du FT 

humain (338). Contrairement aux autres souches existantes, cette souche de souris nommée 

TFKI a l’avantage de présenter une hémostase normale, ainsi que des niveaux d’expression 

du FT humain physiologiquement proches de ceux du FT murin dans des souris sauvages.  

 

f) Utilisation du KB-FVIIa-004 hors du cadre de notre étude 

Outre son intérêt en tant qu’outil de recherche sur le FVIIa, notre nanobody pourrait être un 

outil intéressant permettant d’améliorer le rFVIIa actuellement disponible dans les cas où son 

activité nécessiterait la présence de FT. Une des principales limitations du rFVIIa est sa faible 

demi-vie de 2-3 heures, l’interaction avec le nanobody 004-HSA permettrait de lui conférer la 

demi-vie de l’albumine, soit environ trois semaines. Bien qu’il soit inhibé par la liaison avec le 

nanobody, la présence de FT dans ces cas particuliers serait à même de lever l’inhibition et 
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d’obtenir à nouveau un rFVIIa fonctionnel. De plus, nous avons montré dans des données 

expérimentales non publiées que la liaison du nanobody sur le FVIIa était responsable d’une 

diminution d’environ 30% de la liaison de l’antithrombine au FVIIa. Le nanobody n’étant pas 

assez volumineux pour induire un encombrement stérique pour l’antithrombine, il est possible 

en revanche que le nanobody se lie au niveau d’une région du FVIIa reconnue par l’antithrom-

bine. Cette intéressante propriété pourrait permettre au rFVIIa d’être moins facilement reconnu 

dans la circulation par ses inhibiteurs naturels. Notre nanobody pourrait aussi être utilisé afin 

de caractériser des interactions faisant intervenir des protéines d’autres organismes, tels que 

les virus. En effet, Lin et al. se sont récemment intéressés à l’interaction entre le FVIIa humain 

et certaines protéines de l’Herpès Simplex Virus-1 (HSV1) dans le cadre de la génération de 

FXa (339). Ils ont mis en évidence que l’interaction entre le FVIIa et une protéine virale glyco-

protéine C (gC) permet l’activation du FX en FXa, selon un mécanisme très similaire à celui 

obtenu avec un complexe physiologique FVIIa/FT. Cette protéine gC nécessite la présence 

d’une surface de phospholipides pour exercer cet effet cofacteur à l’encontre du FT mais il est 

à noter qu’elle est capable d’exercer cet effet même en absence de FT. De plus, dans le cas 

où le FT serait présent, l’interaction entre le FT et la gC entraînerait une synergie et un effet 

accru sur l’activation du FX. Il serait intéressant d’étudier si notre nanobody est capable ou 

non d’inhiber l’activité du FVIIa en présence de la gC. La génération locale de thrombine in-

duite par la gC est responsable d’un certain nombre de complications hémostatiques. Si l’effet 

inhibiteur du nanobody sur le FVIIa perdure même en présence de gC, il est possible d’envi-

sager l’utilisation du nanobody comme un moyen de réduire les différentes complications hé-

mostatiques. Cependant, cette hypothèse ne serait valable que dans le cas où le FT serait 

absent et ne formerait pas un complexe avec la gC, notre nanobody ne serait donc pas un 

moyen d’endiguer les complications hémostatiques mais simplement de réduire leur occur-

rence. 

PROJET 2 : Développement d’un modèle in vivo chez la souris pour la caractérisation 

du mode d’action de l’emicizumab 

De nouvelles thérapies dans l’hémophilie A n’utilisant pas le FVIII nommées « nonfactor the-

rapies », ont émergé ces dernières années. Bien qu’elles soient très prometteuses, leur arrivée 

a aussi apporté de nouvelles problématiques. En effet, l’analyse de ces molécules thérapeu-

tiques est compliquée, il faut tout d’abord contrôler leurs doses ainsi que leurs effets. De plus, 

il ne s’agit plus ici de simplement déterminer l’activité FVIII de ces molécules thérapeutiques, 

mais de trouver une équivalence entre leur efficacité thérapeutique et l’activité FVIII cor-

respondante à cet effet. Ceci est le cas avec l’anticorps bispécifique, l’emicizumab, où l’ap-

proche in vitro donne des résultats variables suivant les tests et les réactifs utilisés. Cette 

approche est tout à fait acceptable pour déterminer si l’emicizumab est présent ou non dans 
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le plasma, et s’il est encore actif ou non. En revanche, la mesure de son efficacité et l’équiva-

lence en activité FVIII sont compliqués à mesurer et manque de fiabilité. En effet, les tests in 

vitro majoritairement utilisés ont été conçus sur le fait que le FVIII est le facteur limitant du 

complexe tenase. De plus, ces différents tests mais les différents réactifs utilisés génèrent des 

quantités de FIXa variables. Le FIXa étant le facteur limitant de la réaction du complexe tenase 

avec emicizumab, des variations de sa concentration impacte alors directement l’efficacité de 

l’emicizumab. Cependant, la caractérisation de la fonction de l’emicizumab peut être effectuée 

in vivo. Actuellement, le modèle est limité à l’utilisation du modèle d’hémophilie A acquise 

réalisée chez les primates non humains. Cette limitation réside dans le fait de la haute spéci-

ficité de l’anticorps bispécifique pour les FIX et FX humains et de primates. Cependant, ces 

modèles sont assez difficiles d’accès. Les modèles murins d’hémophilie A étant plus répandus 

et facile d’utilisation, nous avons entrepris de développer un modèle d’évaluation de l’action 

de l’emicizumab dans ces souris afin d’obtenir une mesure plus fiable que par les approches 

in vitro (Figure 17). 

 

Figure 17 : Comparaison des thérapies actuellement disponible pour l’hémophilie A. Les similarités et 
différences à propos des groupes de patients ciblés, le mode d’administration et le taux thérapeutique 
au cours du temps sont indiquées pour les thérapies de remplacement à base de FVIII et l’emicizumab. 

 

Comme il a été mentionné précédemment, l’emicizumab est un anticorps très spécifique des 

FIX et FX humains, en conséquence il ne reconnaît pas les facteurs murins. Afin de caractéri-

ser le mode d’action de l’emicizumab dans la souris, il était nécessaire d’apporter un environ-

nement propice à son fonctionnement, c’est-à-dire d’injecter les facteurs humains dans les 

souris avant la réalisation des tests in vivo. Les souris ont reçu une dose de FIX et FX humains 

de 100 U/kg, permettant d’avoir en circulation la formation d’un complexe ternaire emi-

cizumab/FIX/FX entre 128 pM pour la faible dose d’anticorps et 1270 pM pour la forte dose 

d’anticorps. Nous avons ensuite caractérisé l’action de l’emicizumab sur le saignement des 

souris à différentes doses d’anticorps. Nous avons mis en évidence que l’injection d’une dose 

d’emicizumab de 1,5 mg/kg était suffisante pour diminuer de manière significative la perte de 
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sang chez les souris hémophiles A. Cependant, nous avons aussi observé que l’augmentation 

de la dose d’emicizumab injectée jusqu’à une dose de 10 mg/kg n’augmentait pas significati-

vement l’effet thérapeutique observé. Plusieurs hypothèses s’offraient à nous afin d’expliquer 

l’effet thérapeutique ne soit pas dose-dépendant : 

1) Les doses d’emicizumab injectées étaient trop élevées. En effet, l’emicizumab se lie 

de manière similaire aux FIX et FX humains, qu’ils soient activés ou non. De ce fait, des doses 

trop élevées d’emicizumab entraîneraient une dilution de l’effet des complexes ternaires emi-

cizumab/FIXa/FX car l’anticorps pourrait aussi réaliser des complexes emicizumab/FIX/FX ou 

emicizumab/FIXa/FX ou encore emicizumab/FIXa/FXa. Cependant, Kitazawa et al. ont montré 

que la dose maximale utilisable d’emicizumab avant que cet effet de dilution soit observé était 

comprise entre 2 et 4 µM (269). Le calcul nous donne des doses maximales utilisables com-

prises entre 300 et 600 µg/mL, plus élevées que les plus fortes doses que nous avions utilisées 

(10 mg/kg équivaut à 200 µg/mL) (Figure 18). Ceci rejette l’hypothèse de l’utilisation de doses 

trop élevées d’emicizumab.  

 

Figure 18 : Représentation graphique de l’effet croissant de la concentration en emicizumab (en µM) 
sur la formation de complexes ternaires FIXa/emicizumab/FX. La partie de courbe représentée en bleu 
comprend les concentrations d’emicizumab que nous avons utilisé durant notre étude. Dans cette 
phase, l’augmentation de la concentration d’emicizumab entraîne une augmentation de la formation 
de complexes ternaires. La partie de courbe représentée en vert comprend les concentrations 
maximales d’emicizumab qui peuvent être testées, elles sont comprises entre 2 et 4 µM. Dans cet 
intervalle de concentrations, l’augmentation de la concentration d’emicizumab n’augmente plus la 
formation de complexes ternaires et le niveau maximal est atteint. La partie représentée en rouge 
comprend des concentrations d’emicizumab trop élevées. Ces concentrations entraînent une 
diminution de la formation de complexes ternaires à cause d’un effet de dilution. 
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2) Nous pouvons envisager l’hypothèse selon laquelle les facteurs de coagulation hu-

mains injectés soient prématurément éliminés. Cependant, nous avons montré que les con-

centrations résiduelles de FIX et FX que nous avions mesuré dans le plasma des souris injec-

tées pouvaient être diminuées de moitié sans pour autant impacter l’efficacité observée de 

l’emicizumab. Ceci suggère que les quantités restantes de facteurs de coagulation humains 

sont suffisantes pour permettre à l’emicizumab d’accomplir son rôle in vivo. 

3) L’emicizumab dépend de la présence de FIXa et de FX pour exercer sa fonction de 

cofacteur. Plus particulièrement, le FIXa est le facteur limitant de la réaction et sa disponibilité 

dans la circulation impacte directement l’efficacité de l’emicizumab. Il est raisonnable d’envi-

sager que la quantité de FIXa disponible dans les expériences n’est pas suffisante pour inte-

ragir avec toute la quantité d’emicizumab injectée passée un certain seuil. Nous nous sommes 

tout d'abord intéressés à savoir si la quantité de FIX que nous utilisions était suffisante ou non. 

Cette question a été étudiée chez les souris par l'injection d'une dose de FIX deux fois plus 

élevée, soit 200 U/kg. Cette dose plus élevée de FIX n'induisait aucune augmentation signifi-

cative de l'activité thérapeutique de l'emicizumab, nous en avons donc conclut que la dose de 

FIX de 100 U/kg que nous utilisons était suffisante pour la formation de complexe tertiaire. Si 

le problème ne se situe pas au niveau de l'apport en FIX, il peut alors se situer au niveau de 

la génération de FIXa à partir du FIX injecté, après que la coupure du « tail-clip » ait été effec-

tuée. Le FIX humain que nous injectons dans les souris dépend des facteurs de coagulation 

murins pour être activé. Il est probable que l'affinité de liaison du FIX humain pour ses activa-

teurs murins ne soit pas aussi élevée que celle du FIX murin pour ces mêmes protéines. Une 

affinité de liaison plus faible entraînerait donc une génération de FIXa faible et dont la quantité 

maximale serait plafonnée. En répercussion, l'efficacité de l'emicizumab serait à son tour limi-

tée, ce qui se traduirait directement par une absence d'effet dose.  

Afin de pouvoir répondre à notre problématique concernant l’équivalence FVIII de l’activité de 

l’emicizumab in vivo, l’effet de différentes doses de FVIII a été vérifié dans notre modèle murin, 

selon les mêmes conditions expérimentales que chez les souris traitées avec l’emicizumab. 

La comparaison des volumes de sang perdu des souris hémophiles A traitées soit avec de 

l’emicizumab, soit avec du FVIII, nous a permis d’estimer que l’effet thérapeutique de 

l’emicizumab dans notre modèle murin était équivalent à un taux de FVIII circulant de 9% 

de FVIII. Cependant, comment se comparent nos résultats à ceux obtenus dans le modèle 

d’hémophilie A acquise de primate non humain de référence ? Kitazawa et al. ont reporté dans 

un premier temps avoir comparé l’efficacité d’une dose d’emicizumab de 0,3 mg/kg (6 µg/mL) 

par rapport à une dose de FVIII porcin équivalente à 1% de FVIII circulant (153). Les deux 

traitements permirent de réduire très significativement la perte de sang mesurée chez les 

primates non humains testés. Les auteurs avaient conclu que dans ces conditions 
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expérimentales l’emicizumab possédait une activité équivalente à 1% de FVIII. Cependant, 

cette dose utilisée d’emicizumab était plus faible que la dose thérapeutique utilisée par la suite 

chez les patients (environ 2,75 mg/kg). La question s’est donc posée de savoir si l’emicizumab 

pouvait avoir un effet plus important à des concentrations plus élevées. La même équipe 

japonaise a alors testé des doses plus élevées d’emicizumab dans leur modèle de primate 

non humain, à savoir 1 mg/kg et 3 mg/kg (274). Aux termes de leurs tests, ils ont estimé cette 

fois que l’emicizumab possédait une activité équivalente à un taux circulant de FVIII d’environ 

10%. Ces résultats sont alors tout à fait comparables à ceux que nous avons obtenus dans 

notre modèle murin (Figure 19). 

 

 

Figure 19 : Evaluation de l’emicizumab in vivo. Un modèle d'hémophilie A acquise chez le primate et un 
modèle de souris déficiente en FVIII semi-humanisée ont été utilisés pour évaluer l’effet de 
l’emicizumab. Dans les deux modèles avec des techniques de blessures différentes, l'utilisation d'une 
gamme de FVIII a permis d'estimer l'équivalence en FVIII entre 10-20%.  

 

Une limitation de notre modèle concerne les facteurs de coagulation. En effet, bien que nous 

injections les facteurs de coagulation humains afin de créer un environnement convenable à 

la fonction de l’emicizumab, le système de coagulation de notre modèle reste avant tout murin, 

avec les facteurs IX et X murins toujours présents. La génération d’un modèle murin hémophile 

A humanisé pour les facteurs IX et X permettrait de répondre à cette problématique. 

Cependant, comme en témoignent les récents essais Li et al. ont montré que cette approche 

reste compliquée (340). En effet, bien que les souris expriment les facteurs IX et X humains, 

les taux d’expression sont significativement réduits, ne dépassant pas 20% pour le FIX et 10% 

pour le FX. Nous pouvons aussi envisager la génération d’un modèle murin qui serait déficient 

en FVIII, FIX et FX, dans lequel nous pourrions injecter les facteurs de coagulation humains 

de la même manière que dans notre modèle actuel. Afin de générer un tel modèle, il faudrait 

croiser des souris hémophiles A avec des souris hémophiles B et des souris déficientes en 

FX. Les souris « knock-out » pour le FX sont sujettes à une mortalité embryonnaire et 

périnatale importante donc elles ne peuvent pas être utilisées. Néanmoins, nous avons 

développé au laboratoire un modèle murin où la déficience en FX peut être induite, un tel 

modèle pourrait être croisé avec les deux autres lignées de souris hémophiles (341). Enfin, 

l’évaluation de l’efficacité de l’emicizumab dans notre modèle a été effectuée par le biais d’un 
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test de temps de saignement « tail-clip ». Ce test consiste en la section des trois millimètres 

terminaux de la queue des souris et impacte veines et artère caudales à la fois. La taille de la 

coupure, sa profondeur et sa localisation ont une influence toute particulière sur la génération 

de FIXa via une libération variable de protéines initiatrices de la coagulation, telles que le FT. 

Il est donc important d'étudier le mode d'action de l'emicizumab dans notre modèle à l'aide 

d'autres procédures expérimentales de temps de saignement, comme le « tail vein 

transection ». En effet dans le cas de cette procédure, la coupure sur la queue de la souris 

impacte seulement une veine caudale. Il existe aussi une autre procédure similaire appelée 

« tail artery transection », dans laquelle la coupure sur la queue de la souris impacte seulement 

l'artère caudale. Puisque la coupure est plus localisée que celle effectuée durant un test de 

« tail-clip », la quantité de FIXa devrait être différente, ce qui devrait impacter l’efficacité de 

l’emicizumab dans ces tests-ci. Des résultats d’expériences préliminaires de « tail vein 

transection » effectuées au laboratoire semblent indiquer que pour une même dose, l’effet 

thérapeutique de l’emicizumab est plus important dans un test de « tail vein transection » que 

dans un test de « tail-clip ». 
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Titre : Etude du mode d'action d’agents contournant l'action du facteur VIII dans l’hémophilie A 

Mots clés : hémophilie, hémostase, facteurs de coagulation, anticorps 

Résumé : L’hémophilie A est une maladie hémorragique due à 

un déficit en facteur VIII de la coagulation (FVIII). Le traitement est 

une thérapie dite de substitution utilisant des concentrés de FVIII. 

Toutefois, lors d’apparition d’inhibiteurs dirigés contre le FVIII, la 

stratégie thérapeutique consiste à utiliser des agents contournant 

l’action du FVIII tel que le FVIIa recombinant (rFVIIa) ou d’un 

anticorps bispécifique mimant l’activité du FVIII (emicizumab). Le 

but de cette thèse a consisté à étudier les modes d’action de ces 

deux thérapies de contournement à l’aide d’outils biologiques 

innovants développés spécialement. 

          En ce qui concerne le rFVIIa, bien qu’il soit efficace 

cliniquement, son mode d’action était encore sujet à discussion au 

début de ce travail. Dans une première partie de cette thèse, nous 

avons étudié le mode d’action du rFVIIa au moyen d’un anticorps 

de type « nanobody » que nous avons généré et caractérisé. Nous 

montrons dans un premier temps que cet anticorps appelé KB-

FVIIa-004, possède une activité inhibitrice du FVIIa uniquement 

lorsque le FVIIa est libre et non lié à son cofacteur, le facteur 

tissulaire (FT). 

 

Cette caractéristique originale nous a permis de montrer in vivo 

que l’activité du rFVIIa est indépendante en grande majorité de 

son cofacteur FT. 

          Dans une seconde partie de ce travail, nous avons étudié 

le mode d’action de l’emicizumab in vivo. En effet, la mesure de 

son efficacité et l’équivalence en activité FVIII sont compliquées 

à mesurer et manque de fiabilité dans les tests in vitro. Nous 

avons développé un modèle murin innovant semi-humanisé en 

utilisant des souris hémophilie A dans lesquelles nous avons 

injectés du Facteur IX et du Facteur X humain. Nous avons 

montré une activité « FVIII-like » de l’anticorps (pour une dose 

1,5 mg/kg) correspondante à une équivalence de 4,5 U FVIII/kg 

(soit 9,0 U/dL). De manière intéressante, l’association d’une 

faible dose de FVIII (5 U/kg) avec l’emicizumab nous a permis 

de montrer un arrêt complet du saignement dans notre modèle 

murin, suggérant un effet additif entre le FVIII et l’emicizumab. 

 

 

Title : Study of the mechanism of action of agents by-passing factor VIII action in hemophilia A 

Keywords : hemophilia, hemostase, coagulation factors, antibodies 

Abstract : Hemophilia A is a hemorrhagic disorder linked to 

the functional deficiency of coagulation factor VIII (FVIII). Clinical 

management of hemophilia A mostly relies on substitution therapy 

using FVIII concentrates. However, since patients may develop 

inhibitory antibodies against FVIII, alternative treatment strategies 

are required that bypass FVIII function, such as the use of 

recombinant Factor VIIa (rFVIIa) or a bispecific antibody that 

mimics FVIII activity, emicizumab. The aim of this thesis was to 

study the mode of action of both FVIII-bypassing therapeutics 

using novel, innovative tools specifically designed for this purpose. 

          Although rFVIIa is clinically efficient, its mode of action was 

still unclear at the start of my studies. In a first part of this thesis, 

we have studied the mode of action of rFVIIa using a novel single-

domain antibody (nanobody) that we generated and 

characterized. We first established that this nanobody, designated 

KB-FVIIa-004, inhibits FVIIa activity selectively in the absence but 

not presence of its cofactor, tissue factor (TF).  

 

This unique characteristic allowed us to show the the in vivo 

activity of rFVIIa is predominantly independent of its cofactor TF. 

          In a second part of the study, we have examined the in 

vivo mode of action of the FVIII-mimetic emicizumab. Indeed, to 

measure its efficacy and equivalence to FVIII using in vitro assays 

is complicated and will generate inaccurate data. We therefore 

developed an innovative semi-humanized mouse model for 

hemophilia A, in which infused human factors IX and X. We were 

able to establish a FVIII-like activity of emicizumab (for a dose 

≥1,5 mg/kg) corresponding to FVII dose of 4,5 U/kg (i.e. 9,0 

U/dL). Interestingly, combining a low dose of FVIII (5 U/kg) with 

emicizumab resulted in a complete correction of the bleeding in 

our mouse model, suggesting an additive effect between FVIII 

and emicizumab. 
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